Respuesta transcripcional y celular asociada al mecanismo de acción de la toxina PMKT de "Pichia membranifaciens by San Mauro Martín, Manuel
. 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 
FACULTAD DE BIOLOGÍA 






RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL Y CELULAR 
ASOCIADA AL MECANISMO DE ACCIÓN DE LA 
TOXINA PMKT DE PICHIA MEMBRANIFACIENS. 
 
 
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 
 
Manuel San Mauro Martín 
 
 
Bajo la dirección de los doctores 
 
Domingo Marquina Díaz 





                
• ISBN: 978-84-692-6498-0                                                                                                    
 
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE BIOLOGÍA 














Respuesta transcripcional y celular asociada al 





















UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE BIOLOGÍA 








Respuesta transcripcional y celular asociada al 





Memoria presentada por MANUEL SAN MAURO MARTÍN para optar al 









































ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc ADN complementario 
ADNdc ADN de doble cadena 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNdc ARN de doble cadena 
ARNt ARN transferente 
ATP Adenosín trifosfato 
dATP Nucleótido 2’-deoxiadenosina 5’-trifosfato 
dCTP Nucleótido 2’-deoxicitidina 5’-trifosfato 
DEPC Dietil pirocarbonato 
dGTP Nucleótido 2’-deoxiguanosina 5’-trifosfato 
dNTPs Dexosinucleótidos trifosfato 
dTTP Nucleótido 2’-deoxitimidina 5’-trifosfato 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
GFP Green Fluorescent Protein 
GPI Glucosil fosfatidil inositol 
HOG High Osmolarity Glycerol 
HSP Proteína de choque térmico 
MAP Proteína activada por mitógenos 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos 
MOPS Ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico 
ORF Marco de lectura abierta 
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 
pb Pares de bases 
PBS Tampón fosfato salino 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PI-PLC Fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol 
Pir Proteínas con repeticiones internas 
PMKT Pichia membranifaciens Killer Toxin 
PMSF Fluoruro de fenilmetil sulfonilo 
Polimerasa Taq ADN polimerasa de Thermus aquaticus 
PVDF Fluoruro de polivinildeno 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
ScV Virus de Saccharomyces cerevisiae 
SDS Dodecil sulfato sódico 
SGD Saccharomyces cerevisiae Genome Database 
STREs Elementos de respuesta a estrés 
TAE Tris-acetato-EDTA 
TFA Trifluoroacético 
Tris Tris (hidroximetil) aminometano 
UA Unidades arbitrarias 
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1.1 Fenómeno killer en levaduras 
 
 M. Makower y E. A. Bevan describieron por primera vez la actividad killer en 1963 
(Makower & Bevan, 1963). Fue entonces cuando se comprobó que ciertas cepas de 
levaduras pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae eran capaces de inhibir el 
crecimiento de otras, pudiéndose establecer analogías con el fenómeno de inhibición 
bacteriana mediado por bacteriocinas descubierto años antes por Gratia (1925). Como 
resultado de esas primeras investigaciones, se definió un sistema de tres fenotipos distintos 
para agrupar las cepas en función del nuevo carácter encontrado: killer (cepas de levadura 
capaces de inhibir el crecimiento de ciertas cepas pertenecientes al fenotipo sensible), 
sensible (cepas inhibidas por la acción de ciertas cepas killer) y neutro (cepas que no 
pertenecían ni al fenotipo killer ni al fenotipo sensible). Posteriormente, Woods y Bevan 
redefinieron este sistema y llevaron a cabo una primera caracterización físico-química de la 
actividad killer en S. cerevisiae. Determinaron que la naturaleza del fenómeno se basaba en 
la secreción de toxinas de carácter proteico, sensibles al calor y habitualmente activas a pH 
ácidos (Woods & Bevan, 1968). La inmunidad y producción de estas toxinas se correlacionó 
con la presencia de elementos extracromosómicos, de herencia no mendeliana, que fueron 
identificados como virus ARN de doble cadena (Somers & Bevan, 1969; Bevan et al., 1973; 
Vodkin et al., 1974). 
 
 Investigaciones posteriores han determinado que la actividad killer no es exclusiva de 
S. cerevisiae, sino que está presente en otras especies de levaduras pertenecientes a 
géneros como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, 
Pichia, Sporidiobolus, Williopsis y Zygosaccharomyces (Ohta et al., 1984; Hayman & Bolen, 
1991; Radler et al., 1993; McCracken et  al., 1994; Janderová et al., 1995; Magliani et al., 
1997a; Santos et al., 2000), variando su incidencia significativamente dentro de ellos. Así 
mismo, el aumento del número y exhaustividad de estos estudios a lo largo de los años ha 
confirmado que el alcance del fenómeno es aún mayor, definiéndose nuevos fenotipos killer 
y sensibles entre diversas especies de hongos filamentosos e, incluso, en procariotas (ej: 
Polonelli & Morace, 1986; Aliouat et al., 1993; Séguy et al. 1994; Provost et al., 1995; Walker 
et al., 1995; Park et al., 1996; Weiler & Schmitt, 2003; Santos et al., 2004; Santos & 
Marquina, 2004b). De este modo, la susceptibilidad mostrada por ciertos microorganismos 
como son por ejemplo Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis jiroveci, Fusarium 
oxysporum, Botrytis cinerea y Ophiostoma ulmi, o la producción de toxina killer por parte de 
Ustilago maydis, han permitido una reevaluación de la actividad killer que se ha traducido en 
un incremento del número de las posibles aplicaciones clínicas, industriales y ambientales 
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que en un principio quedaban restringidas a levaduras (Polonelli & Morace, 1986; Magliani et 
al., 1997a). Puesto que la naturaleza de este fenómeno ha resultado ser muy variable 
incluso entre distintas cepas de una misma especie, se ha podido determinar que el carácter 
killer tiene una gran diversidad desde el punto de vista estructural, funcional y ecológico 
(Tipper & Bostian, 1984).  
 
  Además de las cepas de levaduras incluidas en colecciones, las cepas killer están 
distribuidas en un amplio rango de ambientes naturales (Naumov & Naumova, 1973; 
Philliskirk & Young, 1975; Stumm et al., 1977; Shimizu et al., 1985; Marquina et al., 1992, 
1997). De hecho, la frecuencia de aislamiento de estas cepas en ambientes naturales es 
notablemente mayor (17% aprox.) que en aislamientos de colecciones de laboratorio (7%) 
(Young, 1987). Aunque el motivo que justifica esta prevalencia no está del todo claro y si 
además se tiene en cuenta que las condiciones escogidas para la determinación de la 
actividad killer (temperatura, pH, salinidad...) resultan decisivas para no subestimar esta 
frecuencia de aislamiento (Tipper & Bostian, 1984; Marquina et al,, 1992; Llorente, 1997), es 
posible que este hecho pueda deberse a la ventaja competitiva que el carácter killer ofrece 
frente a las cepas sensibles en estos ambientes (Gill, 1974; Philliskirk & Young, 1975). 
Según Starmer et al. (1987), la actividad killer podría jugar incluso un papel importante en la 
determinación de la distribución de las distintas especies de levaduras en plantas. Esta 
ventaja competitiva podría también explicar el gran número de aislamientos contaminantes 
que, en ciertos procesos industriales de fermentación (vino, cerveza, sake, aceitunas, etc.), 
resultan ser poseedores del carácter killer (Philliskirk & Young, 1975). 
 
1.2 Sistema killer de S. cerevisiae 
 
Tradicionalmente se utiliza el modelo de S. cerevisiae como referencia en los 
procesos de síntesis y secreción de toxinas killer. Esto es debido, primero, a que fue la 
levadura donde el fenómeno killer fue descrito inicialmente; segundo, a la simplicidad de su 
aplicación para la realización de análisis genéticos y bioquímicos; y tercero, a las grandes 
posibilidades que desde 1996 ofrece la secuenciación completa de su genoma. En S. 
cerevisiae el fenotipo killer viene determinado por la presencia en el citoplasma de micovirus 
de ARNdc lineal pertenecientes a la familia Totiviridae (Bruenn, 1980). Hay descritos tres 
genomas víricos principales (ScV-M1, ScV-M2 y ScV-M28), que codifican los precursores 
(pre-protoxinas) de las tres toxinas hasta ahora descritas en dicha levadura (K1, K2 y K28, 
respectivamente) además de sus correspondientes factores de autoinmunidad (Wickner, 
1992). Los procesos de replicación y encapsidación de estos virus dependen de la acción de 
otras partículas víricas, también de ARNdc lineal, denominadas “virus helper” o “virus L-A” 
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(Sommer & Wickner, 1982; Schmitt, 1995; Walker et al., 1995). A diferencia de los ScV-M, 
que presentan un único marco de lectura abierta (ORF; Open Reading Frame) en su 
genoma, los virus L-A presentan dos ORFs en sentido positivo: el ORF1, que codifica para 
la proteína principal de la cápside, Gag, que es imprescindible para la correcta 
encapsidación y determina la estructura de las partículas virales (ScV-M y L-A), y el ORF2, 
que codifica para una ARN polimerasa (Pol) dependiente de ARN que se expresa como una 
proteína de fusión Gag-Pol (Wickner, 1992) (Tabla 1). La coinfección de los virus L-A con los 
ScV-M es necesaria para que el fenotipo killer se manifieste (Bussey et al., 1982; Zhu et al., 
1993). Ambos virus se encuentran encapsidados por separado en el citoplasma de la 
levadura en forma de VLPs (Virus-Like Particles) (Bostian et al., 1980; Bussey et al., 1982; 
Tipper & Bostian, 1984; Park et al., 1996), partículas intracelulares ampliamente distribuidas 
en la naturaleza (bacterias, Van Etten et al., 1976; hongos filamentosos, Buck, 1980; 
plantas, Grill & Grarger, 1981; y animales, Joklik, 1974, Scott et al., 1980). Las VLPs de 
levaduras killer no muestran in vivo capacidad infectiva o ciclo lítico, son “micovirus latentes” 
incapaces de transmitirse extracelularmente (Tipper & Bostian, 1984), y son heredadas 
exclusivamente por vía citoplasmática (Bussey et al., 1982). 
 
Tabla 1. Características principales de los virus que confieren el carácter killer en S. cerevisiae. 
Virus Función ARNdc (kb) Proteínas codificadas Referencia 
ScV-L-A Virus helper 4,6 Gag, proteína principal de la cápside; Pol, ARN 
polimerasa dependiente de ARN 
Icho & Wickner, 1989 
ScV-M1 Virus killer 1,6 Pre-protoxina K1, precursor no procesado de la 
toxina K1 y determinante de auto-inmunidad 
Hanes et al., 1986 
ScV-M2 Virus killer 1,5 Pre-protoxina K2, precursor no procesado de la 
toxina K2 y determinante de auto-inmunidad 
Dignard et al., 1991 
ScV-M28 Virus killer 1,8 Pre-protoxina K28, precursor no procesado de la 
toxina K28 y determinante de auto-inmunidad 
Schmitt & Tipper, 1995 
 
El proceso de síntesis de las toxinas killer de S. cerevisiae comienza cuando el ORF 
en sentido positivo del virus ScV-M, transcrito previamente por acción de la ARN polimerasa 
(Gag-Pol), es liberado de la partícula viral y posteriormente traducido en el citoplasma para 
dar lugar a la pre-protoxina. A continuación, este polipéptido precursor es procesado 
enzimáticamente a través de la ruta secretora de la levadura (retículo endoplasmático, 
aparato de Golgi y vesículas secretoras) y transportado al medio exterior en forma de toxina 
activa (Figura 1), de manera homóloga a como sucede con las pro-hormonas en las células 
de mamífero (Schmitt & Tipper, 1995). Dependiendo del tipo de toxina killer (K1, K2 o K28) 





Figura 1. Etapas generales del proceso de maduración (síntesis, procesamiento y secreción) de los distintos tipos de 
toxina killer (K1, K2 y K28) de S. cerevisiae. (1) Salida de la hebra en sentido positivo del virus ScV-M (M(+)-ARN) al 
citoplasma celular. (2) Traducción in vivo del ORF mediante el empleo de la maquinaria ribosomal de la levadura. (3) 
Principales dominios de la pre-protoxina. En el caso de la toxina K2 este precursor carece del dominio γ. (4) Internalización de 
la pre-protoxina en el retículo endoplasmático por reconocimiento de la secuencia señal. (5) Escisión del fragmento N-terminal 
“pre” por acción del complejo peptidasa señal. (6) N-glicosidación de las secuencias específicas presentes en la protoxina 
debido a la actividad de una enzima glicosilasa. En el caso de K1 y K28, la glicosidación ocurre en el dominio γ. La N-
glicosidación de la protoxina K2 tiene lugar en dos posiciones específicas del dominio α (Magliani et al., 1997a). (7) Formación 
de puentes disulfuro (-ss-) entre los dominios α y β por acción de una isomerasa. El número de puentes disulfuro varía 
dependiendo del tipo de toxina (*). (8) Internalización de la protoxina en las vesículas del aparato de Golgi. (9) Procesamiento 
del segmento “pro” y de los dominios α, β y γ por acción de las peptidasas Kex1p y Kex2p, que escinden la toxina en cada uno 
de sus componentes hasta constituir su forma activa. (10) Transporte en vesículas secretoras y (11) liberación de la toxina 
madura (activa) al medio extracelular. 
 
estructural como a nivel de procesamiento, en la maduración de todas ellas se pueden 
establecer ciertas semejanzas. Primero, la presencia de un segmento hidrofóbico situado en 
el extremo N-terminal que incluye la secuencia específica de entrada al retículo 
endoplasmático y que es procesado por el complejo peptidasa señal (formado por las 
proteínas: Spc1p, Spc2p, Spc3p y Sec11p). Este segmento, de mayor longitud que los que 
se encuentran habitualmente en las proteínas que se secretan, conforma el dominio δ de las 
toxinas K1 y K28. Segundo, la existencia de los dominios α y β, situados a continuación de 
la secuencia anterior y que constituyen, respectivamente, las dos subunidades del 
heterodímero que conforman la toxina madura (activa). Tercero, N-glicosidación de 
secuencias específicas presentes en la protoxina debido a la actividad de una enzima 
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glicosilasa, necesaria para que la secreción resulte eficiente (Bussey et al., 1983). En el 
caso de las toxinas K1 y K28 estas secuencias para la glicosidación se incluyen dentro del 
dominio γ, situado entre α y β y relacionado con el fenómeno de autoinmunidad ante la 
propia toxina secretada; en la toxina K2 el fenómeno de glicosidación tiene lugar dentro del 
dominio α. Cuarto, la presencia de regiones específicas para el procesamiento por 
peptidasas Kex en las vesículas del aparato de Golgi. Y quinto, transporte en vesículas 
secretoras y liberación de la toxina madura, heterodímero α-β unido por puentes disulfuro 
(nº variable dependiendo del tipo de toxina), al exterior (Figura 1) (Dignard et al., 1981; 
ipper & Bostian, 1984; Magliani et al., 1997a).  
 
 
ensible necesarios para que la actividad killer pueda desarrollarse en S. cerevisiae. 
or este motivo, en este apartado nos hemos centrado 
ndamentalmente en ellas. 
.2.1. Toxina K1 de S. cerevisiae 
 
T
En el medio extracelular, la cantidad total de toxina secretada sufre una reducción 
significativa debida fundamentalmente a dos procesos diferentes: la proteólisis directa de la 
toxina por la acción de ciertas proteasas producidas por la levadura killer (Wickner, 1993), y 
la unión de la toxina a receptores específicos localizados en la pared celular de la cepa 
productora (Hutchins & Bussey, 1983; Sturley et al., 1986; Schmitt & Radler, 1988; Breinig et 
al., 2006). La toxina restante interaccionará con la levadura sensible y mediará su muerte 
celular por un mecanismo de acción que resulta distinto dependiendo del tipo de toxina del 
que se trate (Bussey & Sherman, 1973; Skipper & Bussey, 1977; Schmitt et al., 1996). Esta 
interacción ha puesto de manifiesto la existencia de distintos tipos de receptores en la cepa
s
 
 De los tres tipos de toxinas principales que constituyen el sistema killer de S. 
cerevisiae, la K1 y la K28 son las que más extensamente se han estudiado y las que 
actualmente se utilizan como modelo de referencia en los procesos de síntesis, maduración, 




El proceso de traducción del M1(+)-ARN que tiene lugar en el citoplasma de la 
levadura va a originar un precursor proteico (pre-protoxina) de 316 aminoácidos de longitud 
y 35 kDa de masa molecular (Bostian et al., 1984; Lolle et al., 1984). Los residuos 1-44 en el 
extremo N-terminal constituyen el dominio δ, en el que se incluye el péptido señal o 
fragmento “pre” (26 aminoácidos), que contiene una secuencia hidrofóbica específica de 
reconocimiento para la entrada en el retículo endoplasmático (Skipper et al., 1984; Lolle & 
Bussey, 1986), y el fragmento “pro” (18 aminoácidos), que interviene en etapas posteriores 
de maduración y secreción de la protoxina (Hanes et al., 1986). A continuación se 
encuentran los dominios α y β, comprendidos entre las posiciones 45-147 y 234-316 
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respectivamente, y entre ellos el dominio γ, con un tamaño total de 86 residuos y con los 
tres únicos sitios susceptibles de N-glicosidación en la pre-protoxina (Asn-X-Thr/Ser, en 
posiciones 181, 203 y 216) (Bostian et al., 1984; Skipper et al., 1984; Sturley et al., 1986; 




Figura 2. Representación esquemática de la pre-protoxina K1 de S. cerevisiae. En la figura se muestran 
los diferentes motivos (δ, α, γ, β) que constituyen el precursor proteico y los números de los residuos que 
indican sus posiciones respectivas dentro de la secuencia aminoacídica. Los tres sitios susceptibles de N-
glicosidación aparecen representados con la letra G. A lo largo de la ruta secretora de la levadura, el proceso 
de maduración de la pre-protoxina implica la actuación de diversas enzimas (complejo peptidasa señal, Kex1p, 
Kex2p) que median la escisión proteolítica de esta en ciertas posiciones específicas de su secuencia (flechas 
en rojo). La toxina madura, constituida por el heterodímero α-β unido por tres puentes disulfuro (-SS-), es 
secretada al medio extracelular. 
 
En su entrada al retículo endoplasmático, el fragmento “pre” es escindido por acción 
del complejo peptidasa señal entre los residuos Ala26 y Leu27 (Hanes et al., 1986; Perlman & 
Halvorson, 1993; Zhu et al., 1993). El polipéptido resultante, la protoxina, es N-glicosilado 
debido a la actividad de la enzima endoglicosilasa H (Bostian et al., 1983) y posteriormente 
procesado para favorecer su translocación a las vesículas del Golgi donde continúa la 
maduración (Magliani et al., 1997a). Este procesamiento, en el que el dominio γ podría 
actuar como una “chaperona intramolecular”, debe implicar un cambio conformacional de la 
protoxina para permitir la unión de los dominios α y β mediante tres puentes disulfuro por 
acción de una enzima isomerasa (Bostian et al., 1984; Zhu et al., 1987). En las vesículas del 
Golgi, la endopeptidasa Kex2p es responsable de la escisión proteolítica de la protoxina en 
cuatro posiciones específicas de su secuencia (ProArg44, ArgArg149, LysArg188 y LysArg233), 
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lo que supone la separación de ésta en sus componentes (fragmento “pro”, subunidad α, 
subunidad β y dominio γ) (Julius et al., 1984; Mizuno et al., 1987; Zhu et al., 1992). La 
subunidad α es procesada además por la enzima serina-carboxipeptidasa Kex1p, que 
elimina residuos dibásicos en su extremo C-terminal (Dmochowska et al., 1987). Finalmente, 
el hetorodímero α-β, que constituye la toxina madura (activa), es liberado al medio 
xtracelular a través de la ruta secretora de la levadura (Figuras 1 y 2). 
 
K1 parecen apoyar las premisas de esta hipótesis (Douglas et al., 1988; Valis et 
l., 2006). 
.2.2. Toxina K28 de S. cerevisiae 
 
e
Las cepas K1 de S. cerevisiae se muestran inmunes a la acción de su propia toxina 
por un mecanismo que aún no se comprende con exactitud. Estudios realizados con 
mutantes kex2Δ, carentes de un correcto procesamiento de la protoxina e incapaces de 
liberar el heterodímero α-β al medio extracelular, revelaron que la presencia del dominio α 
junto con el extremo N-terminal del dominio γ (31 aminoácidos) parecía ser necesario para 
que la cepa productora resultase inmune (Sturley et al., 1986; Zhu & Bussey, 1991). La 
primera hipótesis que se propuso para explicar este hecho sostenía que este precursor 
(protoxina parcialmente procesada) sería capaz de interaccionar con el receptor específico 
(Kre1p) en la membrana plasmática durante el proceso de secreción, compitiendo de forma 
efectiva con la toxina madura e impidiendo la acción de ésta sobre la propia célula 
productora (Bussey et al., 1983; Bostian et al., 1984). Más tarde, se sugirió que la unión del 
precursor a Kre1p podría ocurrir durante la secreción pero en la vacuola, lo que supondría la 
deslocalización del receptor en la membrana plasmática o la pérdida de su funcionalidad con 
motivo de la interacción (Sturley et al., 1986; Tipper & Schmitt, 1991). Estudios basados en 
la susceptibilidad mostrada por mutantes de deleción para ciertos genes (vps y vac, 
requeridos en la ruta de degradación proteica entre el Golgi y la vacuola) tras su exposición 




La pre-protoxina K28 de S. cerevisiae presenta una masa molecular aproximada de 
38 kDa y cuenta con 345 aminoácidos en su secuencia (Pfeiffer & Radler, 1982) (Figura 3). 
La escisión del fragmento “pre” por parte del complejo peptidasa señal tiene lugar entre los 
residuos Gly36 y Met37 (Riffer et al., 2002), quedando libre la protoxina en el interior del 
retículo endoplasmático. Del mismo modo que ocurría en las cepas K1, la siguiente etapa en 
la maduración de la protoxina implica la actividad de una enzima endoglicosilasa, que media 
la N-glicosidación de tres residuos específicos a lo largo del dominio γ (Schmitt & Tipper, 
1995), y de una enzima isomerasa, que en este caso cataliza la formación de un único 
puente disulfuro entre los residuos Cys56 (α) y Cys340 (β) (Riffer et al, 2002). En las vesículas 
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del Golgi, la actividad de la peptidasa Kex2p es responsable, in vivo, del procesamiento de 
los extremos N- y C-terminal de la subunidad α (escisiones proteolíticas tras los residuos 
Arg49 y Arg149, respectivamente) y del extremo N-terminal de la subunidad β (Arg245) (Zhu et 
al., 1992; Riffer et al., 2002). El extremo C-terminal de la subunidad β es escindindo además 
por la carboxipeptidasa Kex1p, constituyéndose así la toxina madura (heterodímero α-β) que 
es liberada al medio extracelular mediante el transporte en vesículas secretoras. Este 
procesamiento de β por Kex1p, lisis en Arg345, deja al descubierto un motivo de cuatro 
aminoácidos denominado HDEL (His-Asp-Glu-Leu344) cuya presencia resulta ser 
estrictamente necesaria para la unión e internalización de la toxina en la célula sensible 
(Schmitt & Eisfeld, 1999; Eisfeld et al., 2000). En esta unión, la presencia del puente 
disulfuro en posición Cys340 (β) parece asegurar la correcta disposición de la secuencia 




Figura 3. Representación esquemática de la pre-protoxina K28 de S. cerevisiae. En la figura se muestran 
los diferentes motivos (δ, α, γ, β) que constituyen el precursor proteico y los números de los residuos que 
indican sus posiciones respectivas dentro de la secuencia aminoacídica. Los cinco últimos aminoácidos del 
extremo C-terminal de la subunidad β constituyen el motivo -HDELR. Los tres sitios susceptibles de N-
glicosidación aparecen representados con la letra G. A lo largo de la ruta secretora de la levadura, el proceso 
de maduración de la pre-protoxina implica la actuación de diversas enzimas (complejo peptidasa señal, Kex1p, 
Kex2p) que median la escisión proteolítica de esta en ciertas posiciones específicas de su secuencia (flechas 
en rojo). La toxina madura, constituida por el heterodímero α-β unido por un único puente disulfuro (-SS-), es 
secretada al medio extracelular. 
 
 El fenómeno de autoinmunidad mostrado por las cepas K28 frente a la acción de su 
propia toxina fue caracterizado a nivel molecular en el año 2006 (Breinig et al., 2006). Tras 
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ser liberado al medio extracelular, el heterodímero α-β es internalizado (endocitosis) en la 
célula killer por reconocimiento específico de la secuencia HDEL y transportado al citosol a 
través de la ruta secretora de la levadura en sentido inverso. Una vez allí, la toxina 
internalizada interacciona con la pre-protoxina recién traducida en el ribosoma de la célula y 
el complejo resultante es marcado por la ubiquitina (poli-ubiquitinación de la subunidad β de 
la toxina madura) para su posterior degradación en el proteosoma. Como consecuencia de 
esta degradación proteica, la pre-protoxina que formaba parte del complejo vuelve a ser 
liberada intacta al citoplasma, pudiendo formar de nuevo parte del proceso descrito 
anteriormente o ser procesada a través de la ruta secretora para ser liberada al medio 
xtracelular en forma de toxina madura (Breinig et al., 2006). 
.3 Otras toxinas killer 
 
a determinar los aspectos anteriormente citados, hace difícil la comparación 
ntre toxinas. 
.4 Mecanismos de acción de las toxinas killer 
 




Como ya se ha mencionado en el apartado 1.1, el fenómeno killer está presente en 
un amplio número de levaduras. En un principio, los estudios realizados entre las cepas 
killer hasta entonces conocidas mostraron que las características físico-químicas de sus 
toxinas presentaban características similares a las producidas por S. cerevisiae (K1, K2 y 
K28): actividad a pH ácidos y temperaturas inferiores a 25 ºC, masa molecular normalmente 
pequeña, y puntos isoeléctricos ácidos. Posteriormente, a medida que se fueron 
describiendo nuevas levaduras killer, se puso de manifiesto el elevado número de toxinas 
que se alejaban de esas características generales en uno u otro aspecto. Es el caso, por 
ejemplo, de la toxina de Kluyveromyces lactis, con 180 kDa de masa molecular (Gunge et 
al., 1981; Sugisaki et al., 1984); o las toxinas del género Hansenula, con alta estabilidad 
frente a pH y temperatura (Ohta et al., 1984). En lo referente a otras características como la 
base genética, conformación proteica, glicosidación de la forma activa, tipo de receptor 
primario, mecanismo de acción e, incluso, posible aplicación (basada principalmente en su 
especificidad de acción), las toxinas killer producidas por las distintas especies muestran 





Una vez sintetizadas y secretadas al medio extracelular, las toxinas killer 
interaccionan con las células sensibles y provocan su muerte induciendo ciertas alteraciones 






las distintas especies killer, en términos generales se puede hablar de tres tipos principales 
de mecanismos de acción: los que se basan en la actividad enzimática de las toxinas para 
alterar componentes específicos de la pared celular (Takasuka et al., 1995; Guyard et al., 
2002; Comitini et al., 2004; Izgü et al., 2005), los que originan daños a nivel de la membrana 
plasmática debido a las propiedades ionofóricas de las toxinas (ej: Bussey & Sherman, 
1973; Skipper & Bussey, 1977; Middelbeek et al., 1980; Chen et al., 2000; Weiler & Schmitt, 
2003; Santos & Marquina, 2004a) y los que interfieren con el ciclo celular mediante la 
internalización de las toxinas en la célula sensible y su posterior acceso al núcleo (Butler et 
al., 1991; McCracken et al.,1994; Schmitt et al., 1996; Klassen et al., 2008; Studte et al., 
2008). La mayoría de las toxinas killer caracterizadas hasta la fecha presentan un 
mecanismo de acción basado en la actividad ionofórica de éstas o en su capacidad para 
detener o interferir con el ciclo celular en la cepa sensible, siendo nuevamente las toxinas 
K1 (ionofórica) y K28 (ciclo celular) producidas por S. cerevisiae los modelos más 
extensamente estudiados. Por este motivo, en este apartado nos hemos centrado 
fundamentalmente en ellas. 
 
1.4.1 Mecanismo de acción de la toxina K1 de S. cerevisiae  
 
La toxina K1 desarrolla su actividad killer por un proceso mediado por la unión a 
receptores específicos en el que se pueden distinguir dos etapas bien diferenciadas. La 
primera de ellas implica la interacción de la toxina con su receptor primario localizado en la 
pared celular de la cepa sensible, los (1→6)-β-glucanos (Al-Aidroos & Bussey, 1978; 
Hutchins & Bussey, 1983). Esta unión, que no precisa de ningún tipo de requerimiento 
energético (ATP) y que está fuertemente condicionada por el pH del medio externo 
(Hutchins & Bussey, 1983), tiene una duración aproximada de 3-5 minutos a 20 ºC y pH 4,7 
(Bussey et al., 1979). En esta etapa, la toxina se concentra en la superficie de la célula 
sensible, de forma que así se podría favorecer su transición a la siguiente fase en la que la 
toxina interacciona con su receptor secundario (Figura 5) (Boone et al., 1990). 
 
 La pared celular de la levadura es una estructura de aproximadamente 100-200 nm 
de espesor que está dispuesta alrededor de la membrana plasmática y que constituye el 15-
25% del peso seco de la célula. Entre sus funciones principales, cabe destacar: la 
protección mecánica (rigidez y elasticidad) del protoplasma ante las posibles perturbaciones 
de origen físico (función esqueleto); la estabilidad osmótica intracelular debido a la 
regulación parcial del transporte de iones y otras moléculas que determinan los flujos de 
entrada y salida de agua en la célula; el control del tamaño y la forma celular gracias a la 
reorganización de las macromoléculas que constituyen la pared durante los procesos 
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morfogenéticos; y el anclaje de proteínas específicas con importantes actividades 
enzimáticas asociadas (sobre todo hidrólisis de nutrientes), adhesinas (floculación y 
conjugación) y diversas proteínas con función receptor que intervienen en el reconocimiento 
de feromonas, toxinas y otras sustancias para mediar la interacción con el medio 
extracelular (ej: Hutchins & Bussey, 1983; Schmitt & Radler, 1987, 1988; Stratford, 1994; 
Jiang et al, 1995; Kollár et al., 1997; Lipke & Ovalle, 1998; Kapteyn et al., 1999a; Santos et 
al., 2000, 2002; Zhang et al., 2002; Klis et al., 2006; Dranginis et al., 2007; Shi et al., 2007).  
 
La pared celular de S. cerevisiae está formada por cinco clases principales de 
macromoléculas que son, (1→6)-β-glucanos, (1→3)-β-glucanos, mananos (polisacáridos de 
manosa con enlace tipo α-(1→6)), quitina y proteínas de la pared o CWPs (Cell Wall 
Proteins). Todos estos componentes están distribuidos en dos capas, una interna formada 
por los polisacáridos y dispuesta como una red microfibrilar tridimensional parcialmente 
ordenada, y otra externa donde se insertan las proteínas manosiladas en contacto directo 
con el exterior celular (Lipke & Ovalle, 1998; Kapteyn et al., 1999a; Klis et al., 2002, 2006) 
(Figura 4). Los (1→3)-β-glucanos, polímeros lineales con bajo grado de ramificación 
compuestos por unos 1500 residuos de glucosa (Manners et al., 1973a), constituyen la 
estructura principal de la capa interna y, junto con la quitina, son responsables de la rigidez, 
forma y elasticidad celular (Fleet et al., 1991). En la cara exterior de esta red de (1→3)-β-
glucanos se encuentran unidas cadenas muy ramificadas de (1→6)-β-glucanos, moléculas 
formadas por aproximadamente 140 residuos de glucosa que sirven de anclaje para ciertas 
CWPs (Manners et al., 1973b). En la cara interior de esta misma red se encuentra unida la 
mayor parte de la quitina, un polímero compuesto por residuos de N-acetilglucosamina que 
refuerza la estructura de la pared en situaciones de estrés y que se deposita en forma de 
anillo alrededor de las yemas nacientes tras la citoquinesis durante la división celular 
(Manners et al., 1973b; Roberts et al., 1983; Kapteyn et al., 1999a). La capa externa de la 
pared celular está formada por las CWPs, todas ellas unidas a la fracción manano mediante 
enlace covalente. Estas manoproteínas de elevado grado de glicosidación se pueden incluir 
dentro de dos categorías principales: proteínas GPI (Glucosil fosfatidil inositol), ricas en 
serina y treonina (Caro et al., 1997) y portadoras de residuos remanentes del procesado de 
GPI en su extremo C-terminal por el cual se unen a la matriz de (1→3)-β-glucanos a través 
de módulos de (1→6)-β-glucanos (de Nobel & Lipke, 1994; Montijn et al., 1994; De Groot, 
2005); y proteínas Pir, con una o más repeticiones internas (Toh-e et al., 1993; Mrsa et al., 
1997), sin sistema de anclaje GPI y unidas directamente a la matriz de (1→3)-β-glucanos 
mediante un mecanismo que aún se desconoce (Kapteyn et al., 1999a; Ecker et al., 2006). 
Se ha propuesto que las CWPs, los (1→6)-β-glucanos y los (1→3)-β-glucanos podrían 
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funcionar, en proporción 1:1:1, como unidades estructurales elementales en la pared celular 
(Klis et al., 1997; Lipke & Ovalle, 1998) (Figura 4). 
 
 
Figura 4. Estructura de la pared celular de levaduras y distribución de sus componentes principales (Lipke & Ovalle, 
1998). (A) Representación esquemática de una unidad estructural elemental de la pared, módulo prototipo (Klis et al., 1997), 
que incluye: una manoproteína (1), un polímero de (1→6)-β-glucanos (2) y un polímero de (1→3)-β-glucanos (3). Los residuos 
glicosilados (polisacáridos de manosa) (4) pueden constituir una larga ramificación lateral y encontrarse unidos a la cadena 
polipeptídica a través de un enlace formado entre una N-acetilglucosamina y un residuo de asparagina (N-glicosidación) y/o 
formar una corta ramificación linear unida generalmente a la proteína por un enlace entre una N-acetilgalactosamina y varias 
serinas o treoninas (O-glicosidación). La unión de la proteína a las cadenas de (1→6)-β-glucanos está mediado por residuos 
remanentes del sistema de anclaje GPI (5). La quitina (6) puede encontrarse unida a los extremos no reductores de las 
ramificaciones de los dos tipos de glucanos, pero principalmente de los (1→3)-β-glucanos. (B) Asociación de módulos en la 
composición global de la arquitectura de la pared. En la capa exterior se insertan las proteínas manosiladas en contacto directo 
con el medio extracelular, pudiéndose encontrar proteínas GPI (7) y proteínas PIR (8). En la capa interior se encuentran los 
polisacáridos dispuestos como una red microfibrilar tridimensional parcialmente ordenada. En la figura también se representa la 
membrana plasmática y algunos de los distintos tipos de proteínas que la integran (9). 
 
La segunda etapa del mecanismo de acción de la toxina K1 es dependiente de energía 
(ATP; Skipper & Bussey, 1977) e implica la translocación de K1 a la superficie de la 
membrana plasmática y su interacción con el receptor secundario, la proteína Kre1p (Breinig 
et al., 2002). Se trata de una proteína O-glicosilada, localizada en la pared celular y 
relacionada con la síntesis de los (1→6)-β-glucanos, que durante su procesamiento a lo 
largo de la ruta secretora de la levadura presenta al menos un estado transitorio en el que 
permanece unida a la membrana plasmática a través de un anclaje tipo GPI (complejo de 
glucofosfolípidos) (Breinig et al., 2004). Tras esta interacción, los primeros cambios 
fisiológicos detectados en la célula sensible por los daños ocasionados en la membrana 
plasmática incluyen la pérdida del gradiente electro-químico (flujo neto de salida de iones K+ 
al exterior) y el impedimento de los transportes acoplados de protones (acidificación del pH 
intracelular) y aminoácidos (de la Peña et al., 1980; de la Peña et al., 1981; Gásková et al., 
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1994). Posteriormente, la membrana se vuelve permeable al ATP y otros metabolitos de 
bajo peso molecular (Skipper & Bussey, 1977), inhibiéndose en última instancia la síntesis 
de macromoléculas (Bussey & Sherman, 1973) y detectándose una reducción del volumen 
celular por pérdida de agua (Bussey, 1974). Actualmente, aún se desconoce si estas 
alteraciones son consecuencia de la formación directa de canales catiónicos transmembrana 
(voltaje-independientes) por inserción espontánea de K1 en la membrana plasmática 
(Martinac et al., 1990; Bussey, 1991) o si el mecanismo de acción de la toxina podría incluir 
también la interacción con uno o varios efectores aún no identificados capaces de provocar 
la pérdida del gradiente electro-químico (Breinig et al., 2002). El carácter anfipático de esta 
toxina (Bostian et al., 1984) junto a las investigaciones llevadas a cabo por Martinac et al 
(1990), donde se demostró la capacidad de K1 para formar canales iónicos in vivo en 
esferoplastos de levaduras sensibles e in vitro tras su incorporación a liposomas artificiales, 
estarían de acuerdo con la formación de canales debida a la inserción de K1 en la 
membrana (Figura 5). 
 
Se ha comprobado que la subunidad α de la toxina K1 activa presenta dos regiones 
altamente hidrofóbicas cerca de su extremo C-terminal (regiones 72-91 y 112-127 en la 
secuencia aminoacídica; apartado 1.2.1) que están separadas entre sí por una región 
fuertemente cargada (Bostian et al., 1984; Sturley et al., 1986). El hecho de que, por el 
contrario, la subunidad β sea una región fundamentalmente hidrofílica (polar), ha sugerido 
que el mecanismo de acción de K1 podría ser análogo al propuesto para las toxinas abrina y 
ricina (Olsnes & Phil, 1973). De este modo, la región β intervendría en el proceso de unión 
de la toxina a los (1→6)-β-glucanos situados en la pared celular de la levadura sensible, 
mientras que α, con una acción propiamente tóxica, mediaría la unión al receptor secundario 
Kre1p localizado en la membrana plasmática (Breinig et al., 2002) y sería responsable, 
directa o indirectamente, de la formación del canal iónico transmembrana (Martinac et al., 
1990). El análisis por mutagénesis de ambas subunidades ha revelado que la región α 
también interviene, junto con β, en la adsorción a los glucanos de la pared celular y está 
relacionada con procesos de auto-inmunidad (Zhu & Bussey, 1991). 
 
Ejemplos de otras toxinas con actividad ionofórica estudiadas extensamente son: la K2 
de S. cerevisiae (Tipper & Schmitt, 1991), la toxina producida por Zygosaccharomyces bailii 
(Zigocina; Weiler & Schmitt, 2003), la toxina de Schwanniomyces occidentalis (Chen et al., 
2000), las toxinas de Torulopsis glabrata (Bussey & Skipper, 1975), la toxina KP6 de 
Ustilago maydis (Li et al., 1999), la toxina SMKT de Pichia farinosa (Suzuki & Shimma, 
1999), la toxina producida por P. kluyveri (Kagan, 1983; Middelbeek et al., 1980) y la toxina 




Figura 5. Mecanismo de acción citotóxica propuesto para la toxina K1 de S. cerevisiae (Breinig et al., 2002, 2004). La 
actividad killer se inicia con la unión de K1 a sus receptores primarios localizados en la pared celular de la cepa sensible, los 
(1→6)-β-glucanos (1). En esta etapa la toxina se concentra en la superficie de la célula. Posteriormente, la subunidad α es 
translocada a la membrana plasmática donde interacciona con su receptor secundario, la proteína Kre1p (2). Tras esta 
interacción, los cambios fisiológicos detectados en la levadura sensible incluyen la salida de iones K+, ATP y otros metabolitos 
de bajo peso molecular y la entrada de iones H+ (acidificación del pH intracelular). Esta alteraciones podrían ser consecuencia 
de la formación de canales catiónicos transmembrana (voltaje-dependientes) por inserción espontánea de la subunidad α en la 
membrana plasmática (3) o de la interacción de α con uno o varios efectores secundarios (ES) aún no identificados (4). 
 
1.4.2 Mecanismo de acción de la toxina K28 de S. cerevisiae  
 
 Aunque el proceso de interacción de la toxina K28 con la célula sensible es similar al 
de la toxina K1, distinguiéndose dos etapas bien diferenciadas que implican su unión a 
receptores específicos, se ha comprobado que el mecanismo de acción de ambas toxinas 
es muy diferente (Tipper & Schmitt, 1991). Tras su secreción, K28 se une a la fracción 
manoproteica de la pared celular en la cepa sensible (receptor primario; Schmitt & Radler, 
1987, 1988) y es posteriormente translocada a la superficie de la membrana plasmática para 
mediar su interacción con el receptor secundario. Aunque la identidad de este receptor de 
membrana aún no ha sido determinada (Breinig et al., 2002), su existencia parece haberse 
demostrado gracias a los estudios de sensibilidad en esferoplastos llevados a cabo por 
Boone et al. (1990) y Meaden et al. (1990). Tras la unión al receptor secundario, la toxina es 
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internalizada en la célula sensible por endocitosis y es conducida al citosol a través de la 
ruta secretora de la levadura en sentido inverso, dependiendo este transporte retrógrado de 
la presencia del motivo HDEL en el extremo C-terminal de la subunidad β de la toxina 
(apartado 1.2.2) (Figura 6, A) (Eisfeld et al., 2000). Después de atravesar el aparato de Golgi 
y llegar hasta el retículo endoplasmático, la chaperona Kar2p presente en el lumen del 
retículo promueve la salida de la toxina al citosol a través del complejo proteico Sec61p 
(Eisfeld et al., 2000; Breinig et al., 2006). En el citosol, la subunidad β de la toxina K28 es 
marcada por la ubiquitina para posteriormente ser degradada en el proteosoma, mientras 
que la subunidad α entra en el núcleo. Aunque se ha demostrado que la entrada de la 
subunidad α en el núcleo puede ocurrir por difusión pasiva debido a su masa molecular de 
10,5 kDa (Schmitt et al., 1996), es posible que algún tipo de complejo proteico o proteína 
transporte, como son las importinas, estén implicadas en el proceso (Schmitt & Breinig, 
2006). En el interior del núcleo, la subunidad α interacciona con proteínas específicas que 
son esenciales para el control del ciclo celular, bloqueando irreversiblemente la síntesis de 
ADN (Schmitt et al., 1996). Se ha comprobado que, tras el tratamiento con la toxina K28, las 
células sensibles permanecen detenidas en la fase S del ciclo celular, observándose yemas 
de división nacientes pero con un único núcleo localizado en la célula madre y el ADN sin 
replicar (n) (Figura 6, B) (Schmitt et al., 1989; Schmitt & Tipper, 1990; Schmitt et al., 1996). 
 
La toxina producida por Kluyveromyces lactis (zimocina) muestra un mecanismo de 
acción en parte similar al de la K28 de S. cerevisiae. Aunque se trata de toxinas muy 
diferentes desde el punto de vista bioquímico, estructural y funcional (Stark et al., 1990; 
Butler et al., 1991; Takita & Castilho-Valavicius, 1993; Jablonowski et al., 2001), el 
tratamiento con la zimocina provoca, mediante actividad ARNt-asa (Studte et al., 2008), el 
bloqueo de la células sensibles en la fase G1 del ciclo celular, observándose células sin 
dividir con el ADN sin replicar en su interior (White et al., 1989; Butler et al., 1991). 
 
En cuanto a las toxinas cuyos mecanismos de acción se basan en sus propiedades 
enzimáticas para alterar componentes específicos de la pared celular, se pueden destacar: 
la toxina K5 de Pichia anomala, que muestra actividad (1→3)-β-exoglucanasa (Izgü et al., 
2005); la toxina KpKt producida por Kluyveromyces phaffii, con actividad β-glucanasa; y las 
toxinas WmKT y HM-1 secretadas por distintas cepas de Williopsis saturnus var. mrakii que 
muestran, respectivamente, actividad β-glucanasa (Guyard et al., 2002) y la capacidad de 
inhibir in vitro la actividad (1→3)-β-D-glucano sintasa (Takasuka et al., 1995).  
 
Independientemente del tipo de mecanismo de acción en el que una toxina basa su 
actividad killer, parece haberse demostrado la capacidad de éstas para mediar tanto 
procesos de lisis como apoptóticos en la célula sensible. De este modo, empleándose las 
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toxinas K1 y K2 de S. cerevisiae y la toxina de Z. bailii (zigocina), Reiter et al. (2005) 
comprobaron que la inducción de un tipo u otro de muerte celular dependía directamente de 
la concentración de toxina a la que la célula sensible era expuesta. El tratamiento con bajas 
concentraciones de cualquiera de las tres toxinas indujo la aparición de los cambios 
fenotípicos propios de la apoptosis, pudiéndose observar la condensación de la cromatina, 
la fragmentación del ADN y, en el caso de la toxina K28, la translocación de fosfatidilserina 
desde la cara interna de la membrana plasmática a la cara externa. Estos cambios estaban 
mediados por la actividad de la caspasa Yca1p y por la presencia de ROS (Reactive Oxygen 
Species). El tratamiento de las células sensibles con una dosis más elevada de cualquiera 
de las tres toxinas indujo un proceso de lisis independiente de Yca1p y ROS. Teniendo en 
cuenta estas observaciones, es posible que en el medio ambiente, donde la cantidad de 
toxina secretada por la cepa productora es normalmente baja o moderada (Starmer et al., 
1987), la inducción de la apoptosis juegue un papel importante en el establecimiento de la 
muerte de la célula sensible (Reiter et al., 2005). 
 
 
Figura 6. Mecanismo de acción de la toxina K28 de S. cerevisiae. (A) La actividad killer se inicia con la unión de K28 a la 
fracción manoproteica de la pared celular (1) (en la figura se ha representado la unión de la toxina a una proteína GPI, pero 
igualmente este proceso podría llevarse a cabo a través de una proteína Pir). A continuación, la toxina es translocada a la 
superficie de la membrana plasmática donde interacciona con su receptor secundario (R2), aún no identificado (2) (Breinig et 
al., 2002). Posteriormente, K28 es internalizada en la célula sensible por endocitosis (2) y es conducida al citosol a través de la 
ruta secretora de la levadura en sentido inverso (3), dependiendo este transporte retrógrado de la presencia del motivo HDEL 
en el extremo C-terminal de la subunidad β de la toxina. (B) Tras atravesar el aparato de Golgi y llegar hasta el retículo 
endoplasmático, la salida de la K28 al citosol se lleva a cabo a través del complejo proteico Sec61p (4). Las proteínas Sec62p y 
Sec63P (subunidades esenciales del complejo Sec63) intervienen en la salida de la toxina al citosol, dependiendo esta acción 
de la actividad ATPasa de la chaperona Kar2p localizada en el lumen del retículo endoplasmático (Young et al., 2001; Willer et 
al., 2003; Eisfeld et al., 2000).En el citosol, la subunidad β es ubiquitinada (5) y degradada en el complejo proteosoma (6), 
mientras que la subunidad α entra en el núcleo (7). En el interior del núcleo, la subunidad α interacciona con proteínas 




1.5 Toxinas killer del género Pichia 
 
El género Pichia representa actualmente uno de los géneros más amplios de 
levaduras, compuesto por 91 especies diferentes, y uno de los más heterogéneos 
(Kurtzman, 1984). Las levaduras pertenecientes a este género están ampliamente 
distribuidas en la naturaleza y en distintos tipos de ambientes artificiales, pudiendo ser 
aisladas de suelo, agua, exudados de plantas, fruta e insectos (Van der Walt & Scott, 1971; 
Nakase et al., 2007; Bhadra et al., 2007; Rocha et al., 2007; Ponzoni et al., 2008), o como 
contaminantes de ciertos tipos de alimentos (Araújo et al., 2003; Ancasi et al., 2006; Conte 
et al., 2007; Hamad, 2008). En la industria de la alimentación, la utilización de algunas de 
estas especies ha contribuido al correcto procesamiento de distintos tipos de quesos y al 
desarrollo apropiado de etapas tempranas en la maduración de ciertos vinos (Corsetti et al., 
2001; Erten & Campbell, 2001; Rantsiou et al., 2008; Viana et al., 2008). Desde el punto de 
vista clínico, algunas especies del género Pichia presentan gran interés como agentes 
causantes de micosis oportunistas (Anaisse et al., 1989; Bergman et al., 1998; Chakrabarti 
et al., 2001; Puerto et al., 2002; Taj-Aldeen et al., 2006; Adler et al., 2007).  
 
 Dentro del género Pichia se han estudiado las toxinas killer producidas por varias 
especies, entre las que cabe destacar: P. acaciae (McCraken et al., 1994; Klassen et al., 
2004, 2006, 2007, 2008; Paluszynski et al., 2007), P. anomala (Sawant et al., 1988, 1989; 
Izgü et al., 2005, 2007), P. farinosa (Suzuki & Nikkuni, 1994; Suzuki et al., 1997, 2001; 
Suzuki, 1999), P. fermentans (Pfeiffer & Radler, 1984), P. inositovora (Hayman & Bolen, 
1991; Klassen & Meinhardt, 2003), P. kluyveri (Middelbeek et al., 1879, 1980; Zorg et al., 
1988; Pintar & Starmer, 2003) y P. membranifaciens (Santos et al., 2000; Santos et al., 
2004; Santos & Marquina, 2004a, 2004b). A pesar de que la mayoría de ellas son 
únicamente activas a valores de pH ácidos, el resto de las características descritas de estas 
toxinas parecen tener mucha menor relación entre sí (Tabla 3). 
 
1.5.1 Pichia membranifaciens y su toxina killer PMKT 
 
P. membranifaciens se aisló por primera vez de un exudado de olmo en 1888 
(Hansen, 1888). Inicialmente incluida dentro del género Saccharomyces, esta levadura, 
caracterizada por la formación de pseudomicelio abundante, esporas en forma de sombrero 
o de ángulos irregulares y metabolismo estrictamente oxidativo, se reclasificó dentro del 
género Pichia en 1904 (Hansen, 1904). A lo largo de los años, distintos estudios 
morfológicos y fisiológicos han determinado el marcado carácter heterogéneo de la especie 






compleja identidad taxonómica y la de su estado imperfecto, Candida valida (van Uden & 
Buckley, 1970), mediante la realización de diversos estudios genéticos (Mikata & Ueda-
Nishimura, 2000; Villa-Carvajal et al., 2006; Wu et al., 2006). Se trata de una levadura 
aislada habitualmente como contaminante de ciertos alimentos (Heard & Fleet, 1987; 
Noronha-da-Costa et al., 1995) que aparece frecuentemente en los procesos de 
fermentación de aceitunas en salmuera (Marquina et al., 1992; Kotzekidou, 1997; 
Hernández et al., 2006). Su carácter killer fue descrito por primera vez en estos ambientes 
por Marquina et al. (1992, 1997), comprobándose que tanto su espectro de acción como su 
toxicidad aparente se incrementaban por la presencia de cloruro sódico en el medio 
(Llorente et al., 1997). La cepa P. membranifaciens CYC 1106 fue particularmente activa y 
resultó ser una de las especies dominantes del total de levaduras killer aisladas de las 
salmueras, produciendo la mayor inhibición en el crecimiento de la cepa sensible Candida 
boidinii IGC 3430. De este modo, P. membranifaciens CYC 1106 se utilizó posteriormente 
para llevar a cabo la caracterización físico-química de la única toxina hasta entonces 
descrita en la especie, PMKT (Pichia membranifaciens Killer Toxin) (Santos & Marquina 
2004b). Se trata de una toxina de naturaleza proteica, monomérica, de 18 kDa de masa 
molecular, que no presenta residuos de glicosidación cuando se encuentra en forma activa y 
está codificada en el cromosoma de la levadura (Santos & Marquina, 2004b). Su punto 
isoeléctrico aproximado es de 3,9 y muestra actividad a valores de temperatura inferiores a 
20 ºC y a valores de pH ácidos menores a 4,8 (Santos et al., 2000). Además de poder 
establecerse ciertas semejanzas con algunas toxinas producidas por levaduras 
pertenecientes al mismo género, como la de P. kluyveri o la de P. fermentans (Middiebeek et 
al., 1979; Pfeiffer & Radler, 1984), estas características han resultado ser prácticamente 
idénticas a las de las toxinas producidas por H. uvarum (Radler et al., 1990) y las de la 
toxina K2 de S. cerevisiae (Young & Yagiu, 1978).  
 
Los primeros estudios para caracterizar el mecanismo de acción de PMKT se 
llevaron a cabo por los autores Santos y Marquina (Santos & Marquina, 2004a), empleando 
nuevamente la cepa Candida boidinii IGC 3430 como levadura sensible. Se ha comprobado 
que PMKT tiene afinidad por los (1→6)-β-glucanos presentes en la pared celular de la 
levadura sensible (receptor primario) y que esta interacción tiene lugar durante los 2-3 
primeros minutos tras la adición de la toxina (Santos et al., 2000). La viabilidad de la célula 
sensible no sufre ningún cambio aparente hasta aproximadamente una hora después, 
definiéndose así una fase de latencia que podría reflejar el desarrollo de un proceso 
subsecuente a la propia interacción toxina-receptor primario, como pudiera ser el 
establecimiento de interacciones con receptores secundarios, las alteraciones que 
constituyeran el mecanismo de acción específico de la toxina y la posible respuesta de la 
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cepa sensible a la acción citotóxica de la toxina (Kotani et al., 1977; Santos & Marquina, 
2004a). Tras la interacción, se ha comprobado que la toxina killer resulta ser, directa o 
indirectamente, responsable de los siguientes cambios fisiológicos en la célula sensible: 
primero, la acidificación del pH intracelular después de 30 minutos de tratamiento, que 
podría afectar al estado de estrés de la célula sensible sin comprometer su viabilidad; 
segundo, la pérdida de iones K+ a partir de 1-1,5 horas, que prácticamente agota las 
reservas intracelulares de K+ tras tres horas; y tercero, la entrada de iones Na+ tras una hora 
de exposición a la toxina. La hipótesis más probable que explica este desequilibrio 
electroquímico supone un incremento de la permeabilidad en la membrana plasmática de la 
célula sensible a estos iones (Na+, K+ y H+ en el caso de la acidificación del pH) y 
posiblemente a otros. Así, de forma similar a lo que sucede con la toxina K1 de S. cerevisiae 
(Kagan, 1983; Martinac et al., 1990), se ha propuesto que el mecanismo de acción de PMKT 
podría estar basado en la capacidad de la toxina para formar canales iónicos no regulados 
en la membrana plasmática, incapaces de discriminar entre los iones fisiológicos más 
comunes según la siguiente secuencia: K+ > Na+ > Li+ > Ca+ > Cl- (Santos & Marquina, 
2004a). Este hecho podría justificar además el aumento de la actividad aparente de la toxina 
que se observa por la presencia de NaCl en el medio extracelular, que contribuiría de forma 
directa en la alteración del equilibrio iónico en la cepa sensible (Llorente et al., 1997).  
 
Se ha demostrado que la integridad física de la membrana plasmática de la célula 
sensible sólo se ve afectada cuando el proceso de intoxicación por PMKT está claramente 
avanzado, pudiendo ser entonces las alteraciones derivadas de esa pérdida de integridad la 
última consecuencia de la muerte celular inducida por la toxina (Santos & Marquina, 2004a). 
Por ello, se ha sugerido que tras la alteración del gradiente electroquímico y subsecuente 
despolarización de la membrana plasmática de la levadura sensible, la pérdida de ciertos 
metabolitos y moléculas de alto peso molecular podría ser consecuencia de la formación de 
poros (canales no selectivos) en la membrana, de forma secuencial o simultánea con la 
formación de los canales iónicos no regulados (Kagan, 1983; Kurzweilová & Sigler, 1995; 
Santos & Marquina, 2004a). De este modo, y habiéndose comprobado que la toxicidad 
mediada por PMKT no conduce a una alteración del ciclo celular en la levadura sensible 
(Santos & Marquina, 2004a), se ha admitido que el mecanismo de acción específico de la 
toxina muestra una gran homología con la actividad ionofórica desarrollada por la toxina K1 






1.6 Rutas de señalización celular mediadas por MAPKs como respuesta 
adaptativa a cambios en el entorno 
 
 La supervivencia de una levadura en el medio ambiente depende de su capacidad de 
adaptación y respuesta a las modificaciones de los factores físico-químicos de este. 
Generalmente, las condiciones adversas que comprometen la viabilidad celular incluyen 
cambios bruscos de temperatura (choque térmico), estrés oxidativo, alteraciones en los 
niveles de osmolaridad, pH extremos, disponibilidad limitada de nutrientes, alta 
concentración de metales pesados y/o sustancias xenobióticas, y la presencia de diversas 
toxinas secretadas por plantas, hongos (filamentosos o levaduras) y bacterias. El desarrollo 
de mecanismos de señalización capaces de detectar y transmitir esos estímulos 
ambientales al interior celular constituye la primera etapa en la generación de una respuesta 
adecuada (Gustin et al., 1998; Shitamukai et al., 2004). Algunos de estos mecanismos 
implican la activación secuencial de distintos tipos de proteínas pertenecientes a la 
superfamilia de las MAP quinasas (MAPKs) (ej: Seth et al., 1992; Levin & Errede, 1995; 
O’Rourke & Herskowitz, 1998; Posas et al., 1998; Igual & Estruch, 2000; Levin, 2005; 
Hersen et al., 2008), transmitiéndose generalmente la señal al núcleo donde tienen lugar los 
cambios en la expresión génica de la levadura (Banuett, 1998). Estas cascadas de 
señalización celular MAPK, conservadas en todos los organismos eucariotas (Cooper, 1994; 
Marshall, 1994; Errede et al., 1995; Herskowitz, 1995; Hirt, 1997; Robinson & Cobb, 1997), 
se estructuran en módulos que funcionan como unidades físicamente estables en los que 
generalmente se puede encontrar: una MAPKKK (MAP quinasa-quinasa-quinasa), una 
MAPKK (MAP quinasa-quinasa) y una MAPK (Marshall, 1994; Cobb & Goldsmith, 1995). 
Cada una de ellas activaría a la siguiente por fosforilación (MAPKKK→MAPKK→MAPK) y la 
señal extracelular, captada por diversos receptores, se transmitiría al interior para activar 
otras cascadas de respuesta específica, entre las que se pueden incluir factores de 
transcripción u otros sistemas reguladores del material genético (Gille et al., 1992; Seth et 
al., 1992), diversas enzimas (quinasas o no) (Cook et al., 1996) y proteínas del citoesqueleto 
(Cobb & Schaefer, 1996). La gran diversidad de estímulos extracelulares que culminan con 
la activación de un módulo MAPK indica que las enzimas quinasa que lo componen no 
funcionan con dedicación exclusiva a un único tipo señal. Así mismo, la fidelidad que se 
mantiene a la hora de traducir señales extracelulares específicas en respuestas fisiológicas 
concretas refleja la adaptación selectiva de dichos módulos (Cobb & Schaefer, 1996). 
 
 Diversos estudios han demostrado que en S. cerevisiae existen cinco cascadas de 
señalización MAPK (Hunter & Plowman, 1997) que intervienen, respectivamente, en: 
primero, la respuesta a feromonas propias de los procesos de conjugación y otros factores 
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relacionados con la conjugación; segundo, la regulación de los fenómenos de 
filamentación/invasión; tercero, el mantenimiento de la integridad celular; cuarto, la 
respuesta adaptativa a condiciones de alta osmolaridad del medio; y quinto, el ensamblaje 
de la pared de la espora que, a diferencia de los casos anteriores, no está presente en el 
crecimiento de la forma vegetativa y aparece como mecanismo de regulación de los 
procesos de desarrollo durante la esporulación (Gustin et al., 1998) (Figura 7). Aunque 
ninguna de estas rutas comparte las señales de activación y la respuesta fisiológica que 
cada una de ellas procesa resulta diferente, la interacción entre los distintos módulos 
MAPKs durante los procesos de señalización celular parece haberse comprobado (ej: 
Davenport et al., 1995; Hall et al., 1996; O’Rourke & Herskowitz, 1998). Esta interacción 
cruzada entre módulos, junto a otros factores intrínsecos (especificidad de sustrato de las 
MAP quinasas, interacción proteína-proteína, localización subcelular, presencia de 
fosfatasas capaces de mediar procesos de defosforilación, etc.; Schwartz & Madhani, 2004), 
es la responsable del establecimiento y mantenimiento de la alta especificidad mostrada 
durante la transducción de señales en S. cerevisiae (Cobb & Schaefer, 1996; Davenport et 
al., 1999).  
 
 
Figura 7. Esquema de las rutas de transducción de señales MAPK en S. cerevisiae. Actualmente se han identificado 
cinco rutas de transducción diferentes, cuatro presentes en las células vegetativas (feromonas, crecimiento filamentoso, alta 
osmolaridad e integridad celular) y una, relacionada con el ensamblaje de la pared de la espora, presente exclusivamente en 
células que se encuentran en estado de esporulación. Las diferentes categorías de proteínas quinasas (MAPKKK, MAPKK y 
MAPK) aparecen representadas en colores específicos (rojo, verde y amarillo, respectivamente). Cada cascada presenta una 
MAPK diferente a la de cualquier otra, sin embargo ciertas quinasas pueden intervenir en más de una ruta distinta: la MAPKK 
Ste7p (dos rutas) y la MAPKK Ste11p (tres rutas). Las flechas representan el sentido en el que la señal se transmite a lo largo 
de la ruta. El símbolo “?” indica que la proteína presente a ese nivel en la cascada de transducción aún no ha sido identificada. 
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 Los estudios de expresión génica desarrollados en este trabajo revelaron que el 
tratamiento de la levadura sensible S. cerevisiae Hansen BY4743 con la toxina PMKT de P. 
membranifaciens CYC 1106 provocaba, entre otros efectos, la activación ruta HOG 
mediante la fosforilación de la proteína Hog1p. Por ello, a continuación se resumen los 
componentes, características y funciones más relevantes de dicha ruta. 
 
1.6.1 Principales características de la ruta HOG en S. cerevisiae 
 
 Cuando la levadura S. cerevisiae es expuesta a condiciones hiperosmóticas en el 
medio extracelular se pone en marcha una respuesta adaptativa cuyo propósito principal es 
restablecer la presión de turgor alterada por la pérdida de agua (Hohmann, 1997), re-
ensamblar el citoesqueleto polarizado (Chowdhury et al., 1992), reparar el daño celular y 
reanudar los procesos de crecimiento (Gustin et al., 1998; Alexander et al., 2001; Belli et al., 
2001; Hohmann, 2002). El control de esta respuesta depende en gran medida de la 
activación de una ruta de señalización MAPK llamada HOG (Gustin et al., 1998) (Figura 8), 
que modula la transcripción de los genes inducidos específicamente por este tipo de estrés 
(estrés osmótico) y que activa el metabolismo del glicerol para promover su síntesis y 
acumulación en el interior celular (Davis, 1993; Posas et al., 2000; Rep et al., 2000).  
 
Existen dos sistemas de receptores principales localizados en la membrana 
plasmática de la levadura que son responsables de detectar las variaciones en los niveles 
de osmolaridad del medio extracelular (Brewster et al., 1993; Ota & Varshavsky, 1993; 
Maeda et al., 1994). En condiciones normales, cuando la presión osmótica permanece 
constante, la proteína Sln1p está activa de forma constitutiva y fosforila a Ssk1p 
impidiéndose la transmisión de la señal a lo largo de la ruta (Posas et al., 1996). En 
situaciones de estrés hiperosmótico la desactivación de Sln1p provoca la defosforilación de 
Ssk1p, activándose el resto de componentes de la ruta de forma secuencial por 
fosforilaciones sucesivas: Ssk1p→Ssk2p y Ssk22p (MAPKKKs)→Pbs2p (MAPKK)→Hog1p 
(MAPK) (Maeda et al., 1995; Posas & Saito, 1998). El otro sistema osmosensor, Sho1p, se 
activa en condiciones de alta osmolaridad y fosforila a Pbs2p mediante el reclutamiento de 
un complejo proteico que incluye a Cdc42p, Ste20p, Ste50p y la MAPKKK Ste11p (Posas & 
Saito, 1997; O’Rourke & Herskowitz, 1998; Wu et al., 1999; Reiser et al., 2000). Las 
funciones de señalización desempeñadas por este último sistema podrían llevarse a cabo 
paralelamente gracias a la actividad de la proteína Msb2p (O’Rourke & Herskowitz, 2002) 





Figura 8. Representación esquemática de la ruta de señalización celular HOG en S. cerevisiae. El aumento de los 
niveles de osmolaridad del medio extracelular es detectado por dos sistemas sensores principales localizados en la membrana 
plasmática de la levadura. En condiciones normales, la proteína Sln1p (activa) reprime a Ssk1p a través de la fosforilación del 
intermediario Ypd1p. En situaciones de estrés hiperosmótico se produce la desactivación de Sln1p y, en consecuencia, la 
defosforilación de Ssk1, permitiéndose la activación secuencial de Ssk2p/Ssk22p (MAPKKs) y Pbs2p (MAPK) mediante 
fosforilaciones sucesivas. Por otro lado, Sho1p se activa en condiciones de alta osmolaridad y fosforila a Pbs2p a través del 
complejo proteico Cdc42p/Ste20p/Ste50p y la MAPKKK Ste11p. La proteína Msb2p parece ejercer una actividad como sensor 
parcialmente redundante a la desarrollada por Sho1p en la activación de Ste11p (representado en la figura por una flecha 
discontinua). La activación de la MAPK  Hog1p (fosforilación de Thr y Tyr) mediante Pbs2p implica la translocación de gran 
cantidad de Hog1p al núcleo, donde regula la expresión de un elevado número de genes generalmente a través de la actuación 
de ciertos factores de transcripción específicos. Una pequeña cantidad de Hog1p activa actúa en el citoplasma a nivel 
postranscripcional y traduccional. Las flechas indican el sentido de transmisión de la señal hacia el interior celular. 
 
Cuando la señal se transmite hasta la MAPK Hog1p por la doble fosforilación de un 
residuo de Thr y otro de Tyr, una gran cantidad de la proteína es translocada al núcleo 
donde se acumula e induce la transcripción de un elevado número de genes (Proft & 
Serrano, 1999; Posas et al., 2000; Rep et al., 2000; Proft et al., 2001; O’Rourke & 
Herskowitz, 2004); mientras que otra pequeña porción permanece en el citoplasma para 
mediar efectos a nivel postranscripcional y traduccional que contribuyen a la 
osmoadaptación (Bilsland-Marchesan et al., 2000; Teige et al., 2001). En el núcleo, la 
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regulación de la expresión de estos genes por parte de Hog1p puede implicar su interacción 
directa con promotores específicos (Alepuz et al., 2001; Proft y Struhl, 2002; Alepuz et al., 
2003; de Nadal et al., 2004) o la activación de los factores de transcripción Msn1p, 
Msn2p/Msn4p, Hot1p, Smp1p y Sko1p (Schuller et al., 1994; Rep et al., 1999; Rep et al., 
2000; Proft & Struhl, 2002; Hohmann, 2002; de Nadal et al., 2003). Algunos ejemplos de los 
genes que se sobreexpresan en respuesta a estrés hiperosmótico son GPD1 (que codifica 
para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa), GPP2 (glicerol-3-fosfato fosfatasa), CTT1 
(catalasa T citosólica), HSP12 (proteína de choque térmico), YAP4 (parte de la Yeast 
Activator Protein) y STL1 (que codifica para un transportador de glicerol localizado en la 
membrana plasmática), entre otros (Albertyn et al., 1994; Ansell et al., 1997; Causton et al., 
2001; Dihazi et al., 2004; Eriksson et al., 2000; Hohmann, 2002; Nevitt et al., 2004). Su 
inducción conduce a un incremento rápido de los niveles intracelulares de glicerol, 
compensándose las pérdidas de agua durante los primeros segundos tras la exposición de 
la levadura al choque hiperosmótico (Blomberg & Adler, 1992). Además, la fosforilación de 
Hog1p supone la regulación positiva en la expresión de ENA1 y otros sistemas de extrusión 
de cationes como NHA1 (Prior et al., 1996) y SNQ2 (Miyahara et al., 1996), así como 
sistemas de entrada de cationes entre los que cabe destacar TRK1 (Gaber et al., 1988), lo 
que contribuye aún más al establecimiento de la homeostasis osmótica e iónica. La 
activación de la ruta HOG en respuesta a los niveles elevados de osmolaridad del medio 
extracelular también implica, adicionalmente, la protección cruzada frente a otros tipos de 
estrés diferentes (Schuller et al., 1994). Recíprocamente, se ha comprobado que existen 
otros factores capaces de desencadenar la activación de dicha ruta, como son el tratamiento 
con altas temperaturas (estrés por choque térmico) (Winkler et al., 2002), la exposición a 
agentes oxidantes (estrés oxidativo) (Singh, 2000; Alonso-Monge et al., 2003; Bilsland et al., 
2004) o la presencia de ácido cítrico (estrés ácido) (Lawrence et al., 2004). 
 
1.7 Aplicaciones reales y potenciales de las toxinas killer 
 
 En la actualidad hay descritas un gran número de aplicaciones posibles derivadas del 
uso de las levaduras killer o sus toxinas en diferentes procesos (Tabla 4). Algunas de estas 
aplicaciones se pueden incluir dentro de un ámbito fundamentalmente teórico dirigido sobre 
todo a la investigación básica, mientras que otras, con mayores perspectivas, se engloban 
dentro un contexto más comercial relacionado con la biotecnología (investigación aplicada). 
Ejemplos de las primeras pueden ser: la utilización de las levaduras killer y sus toxinas en 




Tabla 4 Principales aplicaciones de las levaduras killer y sus toxinas. 




Estudios básicos de la biosíntesis, procesamiento 
y secreción de proteínas en eucariotas 
 
Sossin et al., 1989 
Wickner, 1996 
Taxonomía de levaduras Clasificación de basidiomicetos basado en su 
sensibilidad a ciertas toxinas killer 




Estudios genéticos en 
levaduras 
Selección de híbridos obtenidos por fusión de 
protoplastos 
Palkova & Vodrejs, 1996 
Tecnología 
recombinante del ADN 
Vectores de clonación en la secreción efectiva de 
polipéptidos 





Biotipado de bacterias patógenas 
 
Morace et al., 1989 






Actividad zimocida contra levaduras patógenas de 






Anticuerpos anti-idiotípicos de toxinas killer como 
agentes antifúngicos 
Morace et al., 1988, 1990 
Cerikcioglu, 2003 
Caprilli et al., 1985 
Dall’Acqua Coutinho & 
Rodrigues Paula, 1998 
 
Polonelli et al., 1986 
Cailliez et al., 1994 
Sawant et al., 1989 
Hodgson et al., 1995 
Buzzini et al., 2004a 
Izgü et al., 2007 
 
Magliani et al., 1997b 
Selvakumar et al., 2006a  
Cenci et al., 2004 
Cailliez et al., 1994 
Séguy et al., 1994, 1997 
Polonelli et al., 1994 
 
Industria de la 
Fermentación 
Capacidad de inhibición del crecimiento de cepas 




Selección de cepas iniciadoras 
Cansado et al. , 1992 
Comitini et al., 2004 
Rosini, 1984 
Petering et al., 1991 
 
van Vuuren & Wingfield, 1986 
Seki et al., 1985 
Javadekar et al., 1995 
 
Tecnología de alimentos 
 
Conservación de alimentos 
 
Bortol et al., 1986 
Lowes et al., 2000 
Palpacelli et al., 1991 
 
Control biológico en 
agricultura 
 
Actividad antifúngica contra hongos causantes de 
enfermedades en plantas y del deterioro de la 
madera 
 
Estabilidad aeróbica de ensilados 
 
 
Walker et al., 1995 
Santos et al., 2004 
Santos & Marquina, 2004b 
 
Kitamoto et al., 1999 
Lowes et al., 2000 
 
secreción de proteínas en eucariotas (Sossin et al., 1989; Schmitt, 1995; Wickner, 1996); su 
empleo como sistemas de referencia en estudios realizados sobre el control y la expresión 
de ciertos virus (Wickner, 1993); las investigaciones llevadas a cabo sobre el modo de 
interacción toxina-receptor primario para profundizar en el conocimiento de los sistemas de 
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ensamblaje de la pared celular de levaduras y hongos in vivo (Schmitt & Breinig, 2002); y, 
con respecto a la tecnología recombinante del ADN, el gran potencial de uso de los 
plásmidos killer de S. cerevisiae y K. lactis como vectores de clonación en la secreción 
efectiva de polipéptidos (Vondrejs et al., 1996). En cuanto a las aplicaciones relacionadas 
con la biotecnología, a continuación se resumen las más importantes. 
 
1.7.1 Aplicación en la industria de la fermentación  
 
Ciertas cepas de levaduras killer con buenas propiedades de fermentación se han 
seleccionado o construido por ingeniería genética para la producción de saké, vino y 
cerveza (Seki et al., 1985; van Vuuren & Wingfield, 1986; Petering et al., 1991; Javadekar et 
al., 1995). Algunas de ellas son capaces de dominar el proceso de fermentación aún cuando 
en el inicio de esta se encuentran en baja proporción con respecto a la población global de 
levaduras, por lo que podrían ser utilizadas como iniciadoras (starter) en la fabricación y 
evitar simultáneamente el desarrollo de cepas sensibles contaminantes (Cansado et al., 
1992). Actualmente, la selección de cepas K2 de S. cerevisiae o la creación de fenotipos 
híbridos (ej. K1/K2) por fusión de protoplastos (Javadekar et al., 1995) proporcionan cepas 
starters con buenas propiedades organolépticas en algunos procesos de fermentación, 
sobre todo del vino. La aplicación directa de extractos de toxinas killer en ciertas fases del 
proceso de fermentación o, incluso, en el producto final, podría suponer su uso potencial 
como conservante en determinados casos. De este modo, las toxinas producidas por P. 
anomala y Kluyveromyces wickerhamii presentan hoy en día un gran potencial de uso para 
la eliminación de cepas contaminantes de Brettanomyces en vinos de crianza (Comitini et 
al., 2004). Los principales problemas que se plantean derivan del espectro de acción 
específico de las toxinas, que implica un número muy reducido de cepas sensibles, y de su 
resistencia a factores físico-químicos (sobre todo temperatura y pH), en ocasiones 
incompatibles con los procesos de producción industrial. 
 
 De forma similar a lo que se ha descrito anteriormente, las levaduras killer y/o sus 
toxinas podrían ser utilizadas para preservar otros alimentos de la contaminación por 
levaduras no deseadas. Las investigaciones más relevantes hasta la fecha incluyen: el uso 
de una cepa industrial modificada de S. cerevisiae para realizar el control de levaduras 
contaminantes de pan, fruta y vegetales (Bortol et al., 1986); el empleo de la toxina HMK 
(también llamada HM-1) de W. saturnus var. mrakii (nativa o de expresión heteróloga en 
Aspergillus niger) como agente fungicida en yogurt (Lowes et al., 2000); y la aplicación de la 
toxina de Kluyveromyces phaffi en el biocontrol de varias especies que habitualmente 
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aparecen como contaminantes en la industria alimentaria, por ejemplo Kloeckera apiculata, 
Saccharomycodes ludwigii y Zygosaccharomyces rouxii (Palpacelli et al., 1991).  
 
1.7.2 Aplicación médica 
 
 Las levaduras killer presentan importantes aplicaciones en el campo de la medicina, 
utilizándose actualmente en el biotipado de las especies patógenas Candida albicans, 
Cryptococcus neoformans y Malassezia pachydermatis (Caprilli et al., 1985; Morace et al., 
1988, 1990; Dall’Acqua Coutinho & Rodrigues Paula, 1998; Cerikcioglu, 2003). El potencial 
de estas toxinas radica en su posible uso como agentes antimicóticos en determinadas 
infecciones (Cailliez et al., 1994; Polonelli et al., 1991), siendo la sensibilidad de C. albicans 
frente a las toxinas producidas por distintas cepas de W. saturnus var. mrakii y P. anomala 
el caso mejor estudiado hoy en día (Sawant et al., 1989; Hodgson et al., 1995; Walker et al., 
1995; Buzzini et al., 2004a; Izgü et al., 2007). Sin embargo, la antigenicidad de las toxinas 
killer, junto a su alta inestabilidad a los pH y temperaturas fisiológicos, hacen que sean, in 
vivo, candidatas poco probables en su aplicación oral o inyectable. La solución a estos 
problemas podría conseguirse, por un lado, aplicando las toxinas en soluciones tampón 
restringiendo su uso a infecciones de la piel y las mucosas; y por otro, empleando 
anticuerpos anti-idiotípicos frente a las toxinas killer, del mismo modo que se hizo para la 
toxina de P. anomala (Cailliez et al., 1994; Séguy et al., 1994, 1996). Según estos autores, 
los anticuerpos anti-idiotípicos serían capaces de mimetizar la acción de la toxina en el 
organismo (Poljak, 1994) sin presentar los problemas de antigenicidad e inestabilidad 
anteriormente mencionados. Hasta el momento, su aplicación in vivo en ratones 
inmunodeprimidos parece ofrecer buenas expectativas en la profilaxis de ciertos tipos de 
aspergilosis pulmonar invasiva (Cenci et al., 2002), candidiasis vaginal (Polonelli et al., 1994; 
Magliani et al., 1997b) y pneumocistosis (Séguy et al., 1997). Además, la síntesis artificial de 
péptidos killer (KT-scFv) a partir del anticuerpo anti-idiotípico de la toxina de P. anomala ha 
resultado ser una herramienta muy útil en el control parcial in vitro e in vivo de infecciones 
producidas por C. albicans y Cryptococcus neoformans (Cenci et al., 2004; Polonelli et al., 
2003). Recientemente, se han generado también anticuerpos anti-idiotípicos de la toxina 
killer HM-1 producida por W. saturnus var. mrakii (Selvakumar et al., 2006b). Aunque su 
aplicación in vivo aún no ha sido demostrada, se ha comprobado su capacidad in vitro para 
inhibir el crecimiento de cuatro especies de Candida importantes desde el punto de vista 
clínico (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata) y otras del género 
Cryptococcus mediante el bloqueo de la actividad (1→3)-β-D-glucano sintasa (Selvakumar 




1.7.3 Aplicación en estudios taxonómicos 
 
Al igual que la resistencia/sensibilidad a las toxinas killer ha sido empleada para 
realizar una clasificación de las mismas, algunos autores han empleado la especificidad de 
las toxinas killer para su uso en taxonomía como un método rápido y eficaz capaz de aportar 
nuevos datos en la identificación de levaduras (Golubev & Boekhout, 1995; Golubev, 1998; 
Buzzini & Martini, 2001; Cerikcioglu, 2003; Buzzini et al., 2004b). Las referencias a este 
respecto suelen estar encaminadas a la identificación de microorganismos patógenos como 
C. albicans, C. parapsilosis y C. neoformans, entre otros (Polonelli et al., 1983; Morace et 
al., 1984). Según estos estudios, las levaduras presentarían diferentes patrones de 
sensibilidad a distintas toxinas, lo cual podría emplearse para su identificación. 
 
1.7.4 Aplicación en estudios genéticos 
 
Del mismo modo que diferentes antibióticos son empleados habitualmente como 
marcadores fenotípicos en la selección de bacterias transformantes e híbridos, la 
resistencia/sensibilidad a la acción de las toxinas killer parece poder emplearse en el mismo 
sentido en levaduras (Young, 1981; Vondrejs et al., 1996). Actualmente estos procesos 
parecen estar basados en la utilización de cepas parentales mutantes auxotróficas y/o 
deficientes en su respiración.  
 
1.7.5 Aplicación en biodeterioro 
 
Existen muy pocas referencias en las cuales se haya estudiado el posible efecto 
beneficioso de las levaduras killer en el biodeterioro de algún tipo de material o proceso 
industrial. Algunos autores han demostrado la capacidad de estas levaduras para inhibir el 
crecimiento de ciertos hongos filamentosos causantes de enfermedades en plantas y del 
deterioro de la madera. Las investigaciones llevadas a cabo por Walker et al. (1995) son 
quizá las que ofrecen una perspectiva más amplia de este fenómeno y las que adquieren 
más relevancia desde el punto de vista ambiental y agronómico, poniéndose de manifiesto la 
eficacia de las toxinas de S. cerevisiae y P. anomala a la hora de controlar el crecimiento de 
ciertos hongos como Ophiostoma ulmi (causante de la enfermedad del olmo alemán). De 
todas las especies estudiadas S. cerevisiae resultó ser la levadura con mayor capacidad 
inhibitoria, siendo activa frente a Botrytis fabae, Fussarium aquiseti, Lentinus lepideus, 
Phytophthora infestans, Postia placenta, Rhizoctonia solani y Serpula lacrymans. 
 
En otro aspecto diferente del biodeterioro las toxinas killer también se han utilizado 
con relativo éxito. Investigaciones llevadas a cabo por Kitamoto et al. (1993, 1999), 
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demostraron que el empleo de ciertas cepas mutantes de la levadura killer K. lactis (cepas 
PCK27, creadas por mutagénesis dirigida -gen klpck1- e incapaces de asimilar lactato al 
carecer de la enzima fosfoenol piruvato carboxiquinasa) mejoraban la estabilidad aeróbica 
de los ensilados. Este fenómeno se basó en la inhibición del crecimiento de ciertas cepas 
sensibles pertenecientes a la especie P. anomala, que eran capaces de degradar el ácido 
láctico y otros carbohidratos solubles en el agua del ensilado provocando un aumento del pH 
y contribuyendo al biodeterioro aeróbico. En el modelo de fermentación creado en el 
laboratorio, esta inhibición puso de manifiesto el uso potencial de las toxinas killer de K. 
lactis como agente biorremediador. Sin embargo, en condiciones naturales el empleo de 
estas toxinas resulta ineficaz, debido fundamentalmente a su alta especificidad 
(incompatible con la gran variedad de levaduras y bacterias que intervienen en el proceso de 
degradación) y a las condiciones físico-químicas concretas que se establecen en cada tipo 
de ensilado (que comprometen la estabilidad de la toxina) (Kitamoto et al., 1999). En el año 
2000, Lowes et al. (2000) demostraron in vivo la capacidad de la toxina HM-1 producida por 
Williopsis saturnus var. mrakii para retrasar la degradación aeróbica en ensilados de maíz. 
Tanto en su forma nativa como expresada heterólogamente en A. niger, la aplicación de la 
toxina contribuyó a una disminución del número total de levaduras contaminantes, a un 
incremento de la cantidad total de ácido láctico y, en consecuencia, al mantenimiento de 
niveles bajos de pH por más tiempo. 
 
1.7.6 Aplicación de la levadura killer P. membranifaciens CYC 1106 y su toxina PMKT 
en el área biotecnológica 
 
 La aplicación potencial del carácter killer de P. membranifaciens CYC 1106 y su 
toxina PMKT en el campo de la biotecnología fue descrita inicialmente por nuestro grupo 
(Santos et al., 2000). La actividad mostrada frente a la levadura sensible Candida boidinii, 
que tiene efectos negativos (actividad lipolítica y asimilación de ácido láctico) en los 
procesos de fermentación de aceitunas en salmuera (Marquina et al., 1992), sugirió su 
posible uso comercial para el control de esta y otras levaduras contaminantes en aquellas 
fermentaciones industriales que se llevan a cabo en presencia de niveles medios o altos de 
sal. Investigaciones posteriores revelaron además la capacidad de P. membranifaciens CYC 
1106 para inhibir el crecimiento del hongo fitopatógeno Botrytis cinerea (Santos et al., 2004; 
Santos & Marquina, 2004b), lo que amplió sus posibilidades de utilización en biodeterioro. B. 
cinerea, causante de la enfermedad del moho gris, es un hongo de distribución ubicua capaz 
de provocar pérdidas significativas en muchas especies de interés comercial, como por 
ejemplo lechuga, cebolla, patata, fresa, tomate y uvas empleadas para la elaboración de 
vino, entre otras (Janisiewicz, 1994; De Curtis et al., 1996). Aunque hoy en día el tratamiento 
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con fungicidas y otros agentes químicos parece haber tenido un éxito parcial en el control de 
la enfermedad, el riesgo de aparición de cepas resistentes al tratamiento o la eliminación de 
la flora microbiana de la planta que se establece como competidora natural del hongo en la 
invasión son, en ocasiones, la causa de que la enfermedad curse con mayor gravedad 
(Beever et al., 1989; Raposo et al., 2000). La alternativa a estos tratamientos con agentes 
químicos implica el uso de agentes biológicos para controlar el daño (Janisiewicz, 1994; 
Nunes et al., 2002). Aunque puede haber varios mecanismos implicados (secreción de 
enzimas que degradan la pared celular -Masih et al., 2001-, competición por los nutrientes    
-Filonow, 1998-, predación -Lachance & Pang, 1997-, producción de siringotoxinas y 
siringomicinas -Woo et al., 2002-, y toxinas killer -Walker et al., 1995-), en el caso de B. 
cinerea los procesos de biocontrol por parte de levaduras pertenecientes al género Pichia 
suelen ser consecuencia de la síntesis y secreción de enzimas que muestran actividades 
(1→3)-β-exo- y endo-glucanasa (Droby et al., 1996; Masih et al., 2000, 2001; Masih & Paul, 
2002). De forma diferente, las investigaciones llevadas a cabo por Santos et al. (2004) y por 
Santos & Marquina (2004b) demostraron la implicación de la toxina killer PMKT en la 
inhibición del crecimiento de ciertas cepas de B. cinerea. Así, tras comprobar esta capacidad 
de inhibición in vitro mediante el test de inhibición en placa empleando la levadura killer o su 
toxina purificada, fue posible controlar la propagación de la enfermedad in vivo cuando se 
estudió su desarrollo en plantas pertenecientes a la especie Vitis vinifera o en manzanas de 
la variedad Golden Delicious. El tratamiento de las plantas y las manzanas con una 
suspensión de esporas del hongo implicó el desarrollo de los síntomas típicos 
(marchitamiento, necrosis, reblandecimiento de los tejidos, etc.) de la enfermedad del moho 
gris después de varios días de incubación, mientras que el control de la invasión fue 
prácticamente total cuando, junto con las esporas, se inoculó una suspensión celular de P. 
membranifaciens CYC 1106. La aplicación de un extracto purificado de la toxina PMKT en 
lugar de las células de levadura supuso una menor inhibición del crecimiento del hongo, lo 
que sugería la posible implicación de otros factores (enzimas hidrolíticas o competición por 
los nutrientes del medio) actuando de forma sinérgica al mecanismo desarrollado por la 
toxina en el proceso de biocontrol (Figura 9) (Santos et al., 2004; Santos & Marquina, 
2004b). 
 
Puesto que se ha comprobado que P. membranifaciens es una levadura incapaz de 
desarrollar algún tipo de actividad que implique una patología en plantas, su uso como 
agente para controlar en las infecciones causadas por el hongo B. cinerea podría ser una 
alternativa al tratamiento actual de biocontrol basado en el empleo de fungicidas. La síntesis 
y secreción de enzimas con actividad (1→3)-β-glucanasa (Masih & Paul, 2002) o la acción 
de la toxina PMKT (Santos et al., 2004; Santos & Marquina, 2004b) podrían establecer las 
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Figura 9. Actividad killer de P. membranifaciens CYC 1106 frente al hongo fitopatógeno B. cinerea (Santos & 
Marquina, 2004b; Santos et al., 2004). (A) Estudio de la capacidad de inhibición in vitro de B. cinerea CYC 20003 mediante el 
test de difusión en placa empleando la toxina PMKT purificada y (B) un inóculo de la levadura killer. (C) Incisión superficial en 
una manzana de la variedad Golden Delicious inoculada con una suspensión de esporas del hongo B. cinerea CYC 20010   
(106 esporas/ml) y una suspensión celular de P. membranifaciens CYC 1106 (5 x 105 células/ml). (D) Incisión superficial 
inoculada únicamente con una suspensión de esporas de B. cinerea CYC 20010 (106 esporas/ml); el diámetro de la lesión se 
incrementa significativamente con respecto a (C). (E) Plantas de V. vinifera inoculadas con una suspensión de esporas del 
hongo B. cinerea CYC 20003 (105 esporas/ml) junto con una suspensión celular de P. membranifaciens CYC 1106               
(105 células/ml). (F) Plantas de V. vinifera inoculadas únicamente con una suspensión de esporas de B. cinerea CYC 20003; se 
puede observar el desarrollo de los síntomas típicos de la enfermedad. Las fotografías (A) y (B) fueron tomadas después de 
tres días de incubación a 20 ºC. Las fotografías (C) y (D) se hicieron después de cinco días de incubación a 18 ºC y un 80% de 
humedad relativa. Las fotografías (E) y (F) se hicieron después de cinco días de incubación, a 20 ºC, bajo un haz de luz blanca 

















































 Con la realización del presente trabajo se han pretendido alcanzar dos objetivos 
principales para, de forma general, profundizar en la caracterización del mecanismo de 
acción de la toxina PMKT de Pichia membranifaciens CYC 1106. El primero de ellos 
consistió en llevar a cabo un análisis de la respuesta celular asociada al tratamiento con 
dicha toxina. Para ello, principalmente se propuso: 
 
1. Estudiar la cinética de muerte en la cepa sensible Saccharomyces cerevisiae 
Hansen BY4743 por acción de PMKT y analizar los perfiles de expresión génica 
en respuesta a la toxina mediante el empleo de PCR cuantitativa en tiempo real y 
microarrays de ADN. 
 
 
2. Estudiar la sensibilidad/resistencia a PMKT mediante el empleo de mutantes de 
deleción para genes cuya expresión se ve modificada durante la exposición a 
dicha toxina. 
 
3. Determinar el estado de activación de la ruta HOG mediante el estudio de la 
proteína Hog1p en células sensibles, valorando paralelamente los niveles 
intracelulares y extracelulares de glicerol después del tratamiento con PMKT.  
 
El segundo objetivo que se propuso fue determinar e identificar el receptor 
secundario de la toxina PMKT. Para ello, se planteó: 
 
4. Estudiar de sensibilidad/resistencia a la toxina killer PMKT mediante el empleo de 
mutantes de deleción para genes que codifican proteínas localizadas o 
relacionadas con la periferia celular, diferenciando entre protoplastos y células 
completas. 
 
5. Aislar, purificar e identificar el receptor secundario de la toxina PMKT y 
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 En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de levadura: Pichia 
membranifaciens CYC 1106 (Complutense Yeast Collection, Madrid), como cepa con 
actividad killer; y Saccharomyces cerevisiae Hansen BY4743 (MATa/MATα his3Δ1/his3Δ1 
leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lys2Δ0 MET15/met15Δ0 ura3Δ0/ura3Δ0; número de catálogo 95400. 
BY4743, InvitrogenTM), como cepa sensible tipo. De esta última cepa, se empleó una 
colección de mutantes de deleción sensibles (Saccharomyces Genome Deletion Project; 
http://mips.gsf.de/projects/fungi), obtenidos por vía comercial (InvitrogenTM; Yeast Deletion 
Pools - Homozygous Diploid, número de catálogo 95401. H1Pool), para realizar distintos 
estudios sobre la toxina PMKT. Por un lado, se analizó la respuesta transcripcional de la 
cepa sensible tipo tras su exposición a la toxina, seleccionando mutantes en función de los 
niveles de expresión obtenidos para cada gen mediante el empleo de microarrays de ADN y 
Q-RT-PCR. Y por otro lado, se procedió a la identificación del receptor de membrana 
plasmática de la toxina, seleccionando en este caso los mutantes de genes que codificaban 
proteínas localizadas o relacionadas con la periferia celular según SGD (Saccharomyces 
cerevisiae Genome Database; http://www.yeastgenome.org/). En ambos casos, todas 
aquellas deleciones génicas cuya selección comprometía la viabilidad celular de los 
mutantes obtenidos (Saccharomyces Genome Deletion Project) se descartaron. Los 
mutantes diploides homocigotos empleados fueron BY4743, orfΔ::kan MX4/orfΔ::kan MX4. 
 
3.2 Mantenimiento de los microorganismos 
 
 Las levaduras empleadas se mantuvieron en tubos con medio YMA (Yeast 
Morphology Agar) en bisel a una temperatura de 20 ºC, realizando resiembras de los 
microorganismos periódicamente. En el caso de los mutantes de deleción se procedió del 
mismo modo, utilizando el medio YMA suplementado con glicerol al 15% (v/v), 200 mg/l de 
G418 (geneticina) y un 2% de agar. 
 
 La conservación de las cepas durante largos periodos de tiempo se realizó en 
nitrógeno líquido (-196 ºC), utilizando glicerol al 10% como crioprotector. 
 
3.3 Medios de cultivo 
 
 La composición y esterilización de los medios de cultivo empleados durante el 
desarrollo experimental se describe en los apartados siguientes. 
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3.3.1. Medios de mantenimiento  
 
 3.3.1.1. Medio base YMA (Yeast Morphology Agar) 
 
  Los componentes del medio de cultivo son: 
 
 Glucosa anhidra ............................................... 10,0 g 
 Proteosa peptona No. 3 (Difco) ........................ 5,0 g 
 Extracto de levadura (Difco) ............................. 3,0 g 
 Extracto de malta (Difco) .................................. 3,0 g 
 Agar .................................................................. 20,0 g 
 Agua destilada .................................................. 1.000 ml 
 
Este medio se esterilizó en autoclave a 121 ºC durante 20 minutos. 
 
 3.3.1.2. Medio de mantenimiento para mutantes de deleción 
 
El medio presenta los mismos componentes que el medio base YMA, 
incorporando: 
 
 G418 (geneticina; Gibco) .................................. 0,2 g 
 Glicerol ............................................................. 150 ml 
 Agua destilada .................................................. Enrasar hasta 1.000 ml 
 
La esterilización se realizó en autoclave a 121 ºC durante 20 minutos. La 
geneticina se incorporó tras el proceso de esterilización. 
 
3.3.2. Medios de detección de actividad killer 
 
 3.3.2.1. Medio base YMAMB (YMA-Methylene Blue) 
 
El medio YMAMB contiene los mismos componentes que el medio base YMA, 
añadiendo: 
 
 Ácido cítrico ...................................................... 6,0 g 
 Na2HPO4 . 12 H2O ............................................. 16,1 g 
 Solución de azul de metileno 1,5% (p/v) .......... 0,5 ml 
 Agua destilada .................................................. 1.000 ml 
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El medio se esterilizó a 121 ºC durante 20 minutos, con un pH final 4,0 
(Santos et al., 2000). 
 
3.3.2.2. Medio de detección de actividad killer para los mutantes de deleción 
deficientes en el anclaje GPI 
 
En este caso se utilizó el medio YMAMB con KCl 0,6 M para estabilizar 
osmóticamente a los mutantes de deleción. La esterilización se llevó a cabo 
en autoclave a 121 ºC durante 20 minutos. 
 
3.3.3. Medios para la producción de toxina killer  
 
 3.3.3.1. YMB tamponado (Yeast Morphology Broth) 
 
Este medio de cultivo presenta los mismos componentes que el medio base 
YMA sin la incorporación de agar y está tamponado con tampón 
citrato/fosfato a pH 4,0. 
 
 Ácido cítrico ...................................................... 6,0 g 
 Na2HPO4 . 12 H2O ............................................. 16,1 g 
 Agua destilada .................................................. 1.000 ml 
 
  El medio se esterilizó en autoclave a 121 ºC durante 20 minutos. 
 
 3.3.3.2. YNBG (Yeast Nitrogen Base-Glucose) 
 
Los componentes del medio de cultivo son: 
 
 Glucosa anhidra ............................................... 10,0 g 
 Yeast Nitrogen Base (Difco) ............................. 6,7 g 
 Ácido cítrico ...................................................... 6,0 g 
 Na2HPO4 . 12 H2O ............................................. 16,1 g 
 
La esterilización se realizó por filtración utilizando filtros Millipore de 0,22 μm 
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3.3.3.3. YNB-D-Brij-58 (YNB-Dextrosa-Brij-58) 
 
El medio presenta los mismos componentes que el YNBG, incorporando   
Brij-58 al 0,01% (p/v) (Santos et al; 2000). El pH final del medio fue 4,0, 
realizándose la esterilización por filtración (0,22 μm). 
 
3.3.4. Medio para la regeneración de protoplastos 
 
Este medio de regeneración se preparó añadiendo los siguientes componentes 
(Santos & Marquina, 2004a): 
 
 Glucosa anhidra ............................................... 20,0 g 
 Proteosa peptona No. 3 (Difco) ........................ 20,0 g 
 Extracto de levadura (Difco) ............................. 10,0 g 
 KCl .................................................................... 44,7 g 
 Agar .................................................................. 12,0 g 
 Agua destilada .................................................. 1.000 ml 
 
La esterilización se llevó a cabo en autoclave a 121 ºC durante 20 minutos.  
 
3.3.5. Medio Yeast Tryptone Agar (2xYT) para la obtención de células competentes y 
transformación 
 
 Los componentes del medio de cultivo son: 
 
 Triptona (Difco) ................................................. 16,0 g 
 Extracto de levadura (Difco) ............................. 10,0 g 
 NaCl .................................................................. 5,0 g 
 Agar .................................................................. 15,0 g 
 Agua destilada .................................................. 1.000 ml 
 
El medio líquido correspondiente (Yeast Tryptone Broth) no lleva agar entre sus 
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3.4. Ensayo de actividad killer por el método de difusión en placa 
 
La actividad killer se determinó utilizando el método descrito por Llorente et al. 
(1997). Muestras de toxina killer purificada (30 μl) se depositaron en discos de papel 
estériles (AA Whatman, 6 mm de diámetro) sobre la superficie de placas con medio YMAMB 
sembradas: una mitad, con la cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743, y la otra, con uno de 
los mutantes de deleción seleccionados. La incubación de las placas se realizó a 20 ºC 
durante tres días. Tras ese tiempo, el diámetro de la zona de inhibición se consideró como 
una medida de la sensibilidad a PMKT (Santos el al., 2005), expresando la actividad de la 
toxina en Unidades Arbitrarias (UA; Barandica et al., 1999; Santos et al., 2000). Para cada 
mutante, la medida de la sensibilidad a la toxina se realizó por triplicado, comparando los 
resultados obtenidos con los de la cepa sensible tipo [(halo de inhibición del mutante) / (halo 
de inhibición cepa tipo) x 100]. En el caso de los mutantes deficientes en el anclaje GPI se 
procedió del mismo modo, empleando el medio de detección de actividad killer específico 
(apartado 3.3.2.2) en lugar de YMAMB (Santos et al., 2007). 
 
3.5. Producción y purificación de la toxina killer PMKT 
 
 La cepa killer, P. membranifaciens CYC 1106, se inoculó en tres matraces de dos 
litros de capacidad que contenían un litro del medio YNB-D-Brij-58. Dichos matraces se 
incubaron a 20 ºC en agitación (150 rpm) durante tres días. Tras ese tiempo, el medio se 
centrifugó (4.000 x g, 10 min, 0 ºC) para eliminar las células y al sobrenadante obtenido se le 
añadió glicerol hasta una concentración final del 15% (v/v) para estabilizar la toxina durante 
el proceso de purificación (Santos & Marquina, 2004b). Posteriormente, el sobrenadante se 
concentró a un volumen final aproximado de 75 ml mediante ultrafiltración tangencial (Filtron 
Technology Corporation), utilizando una membrana de 10 kDa de diámetro de poro 
(Minisette Membrane Cassette, Omega Type). La toxina concentrada se filtró a través de 
filtros (Millipore) de 0,22 μm de tamaño de poro (para su esterilización) y se precipitó con 
etanol frío (-20 ºC) hasta una concentración final del 45% (v/v). Después de un periodo de 
incubación de aproximadamente 30 minutos a 0-4 ºC, el precipitado resultante se separó por 
centrifugación (8.000 x g, 10 min, 0 ºC). Las proteínas presentes en el sobrenadante se 
precipitaron de nuevo con etanol frío (-20 ºC) hasta una concentración final del 75% (v/v). 
Tras la centrifugación (8.000 x g, 10 min, 0 ºC), el sedimento resultante se liofilizó y 
resuspendió en 5 ml de tampón citrato/fosfato 0,1 M a pH 4,0, empleándose posteriormente 
para la realización de un isoelectroenfoque preparativo en Ultrodex (Pharmacia, Uppsala, 
Suecia) (Santos & Marquina, 2004a, 2004b). Una vez resuelto, el gel se cortó en bandas de 
aproximadamente 4 mm y cada una de ellas se depositó en tubos Eppendorf estériles. El 
42 
Material y métodos 
 
contenido en proteínas se extrajo añadiendo 2 ml de agua destilada estéril a cada tubo, 
separando el gel posteriormente por centrifugación (1.500 x g, 1 min, 4 ºC). Después de 
medir el pH de todos los sobrenadantes, estos se dializaron durante 24 horas en tampón 
citrato/fosfato 10 mM (pH 3,5) con glicerol al 15% (p/v). Se determinó la actividad killer de 
cada uno de ellos empleando el método descrito en el apartado 3.4. 
 
Todas las fracciones de proteína que mostraron actividad tras ser resueltas en el 
isoelectroenfoque preparativo (apartado 3.5.1) se agruparon y aplicaron sobre una columna 
cromatográfica (cromatografía de afinidad) constituida por una matriz de (1→6)-β-D-glucano-
epoxi-sepharosa 6B (Schmitt & Radler, 1989; Santos et al., 2002). Las alícuotas eluidas de 
la columna (1 ml cada una) se ajustaron rápidamente a pH 4,0 (tampón citrato/fosfato 0,5 M) 
y, tras ser dializadas (como previamente se ha descrito), se utilizaron para llevar a cabo 
ensayos de actividad killer con la cepa sensible (apartado 3.4). Aquellas fracciones de 
proteína que mostraron actividad se emplearon como toxina purificada en el resto de 
experimentos, comprobándose el peso molecular descrito en la bibliografía (18 kDa) 
mediante electroforesis (PAGE-SDS) (Santos & Marquina, 2004b). 
 
3.5.1 Isoelectroenfoque preparativo en Ultrodex 
 
 Para la realización de los isoelectroenfoques (IEF) preparativos en Ultrodex 
(Pharmacia) se empleó el dispositivo Flat Bed Equipment 3000 y el kit para IEF-preparativo 
(Pharmacia). El gel se preparó con 2,0 g de Ultrodex (Pharmacia), 1,0 ml de anfolitos 
Pharmalyte (Pharmacia; pH 2,5-5,0), 0,5 g de glicina y 49 ml de agua, siguiendo las 
instrucciones del fabricante. En el cátodo y en el ánodo se colocaron tiras de papel 
Whatman nº 3 humedecidas con NaOH 1,0 M y H3PO4 0,5 M, respectivamente. El pre-
enfoque se llevó a cabo sin muestra a 800 V durante una hora, siendo la potencia de la 
corriente aplicada sobre el gel de 8 W y la temperatura del ensayo 4 ºC. Tras ese tiempo,    
1 ml de extracto de toxina killer se aplicó directamente sobre el gel para realizar el enfoque. 
El proceso transcurrió a 10 W de potencia constante durante 7 horas, correspondiendo a un 
potencial inicial de 2000 V. Finalmente, la posición concreta de la toxina killer en el gel se 
determinó tras analizar la actividad killer como se describe en el apartado 3.5 (Santos & 
Marquina, 2004b). 
 
3.5.2 Cromatografía de afinidad 
 
La cromatografía de afinidad se llevo a cabo siguiendo una modificación del método 
descrito por Hutchins & Bussey (1983). En primer lugar, se preparó el gel resuspendiendo 
2,0 g del soporte cromatográfico, sepharosa 6B epoxi-activada (Sigma), en agua destilada 
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(alcanzando un volumen aproximado de 6 ml). A continuación, se realizó un lavado del gel 
durante aproximadamente una hora empleando 200 ml de agua destilada. Posteriormente, 
para realizar la unión con los (1→6)-β-D-glucanos purificados, el gel se lavó con 20 ml de 
NaOH 0,1 M (ajustando el pH a 11,5 con carbonato sódico) y se incubó con 40 mg de 
(1→6)-β-D-glucano disuelto en 15 ml de NaOH 0,1 M (pH 11,5) durante 20 horas a 35 ºC en 
agitación. Después, el gel se lavó sucesivamente con NaOH 0,1 M, agua destilada, tampón 
borato sódico 0,1 M (pH 8,0; 0,5 M NaCl) y tampón acetato sódico 0,1 M (pH 4,0; 0,5 M 
NaCl) para su acondicionamiento. Además, se realizó un último lavado del gel con 
etanolamina 1,0 M a pH 8,0 (en agitación toda la noche) para inactivar los posibles sitios de 
unión remanentes (grupos oxirano). A continuación, tras aplicar el gel en la columna (1,9 x 
3,8 cm) antes de su uso, este se equilibró mediante varios lavados con una solución de 
glicerol al 15% (v/v) en tampón citrato/fosfato 0,01 M a pH 3,5 (Santos et al., 2002; Santos & 
Marquina, 2004b). Finalmente, las fracciones de proteína (toxina killer) que mostraron 
actividad tras ser resueltas en el isoelectroenfoque preparativo se dializaron y aplicaron 
después a la columna de cromatografía, eluyéndose con una solución de glicerol al 15% 
(v/v) y NaCl 1,5 M en tampón citrato/fosfato 0,01 M (pH 5,0). Las fracciones eluidas se 
emplearon como se describe en el apartado 3.5. 
 
3.5.3 Electroforesis (PAGE-SDS) 
 
 Las alícuotas de toxina killer, dializadas tras ser eluidas de la cromatografía de 
afinidad, se utilizaron para realizar electroforesis en condiciones desnaturalizantes según el 
método descrito por Laemmli (1970). Las muestras aplicadas en geles de poliacrilamida al 
12% (BioRad) se corrieron durante una hora (120 V) utilizando el sistema mini-PROTEAN III 
de BioRad (Anexo 1). Tras ese tiempo, la tinción de las proteínas se realizó con una 
solución de azul Coomassie R-250 (Anexo 1), en agitación durante dos horas, y se 
destiñeron con una solución decolorante (Anexo 1) hasta la aparición de un fondo claro. La 
masa molecular de la toxina se determinó comparando su movilidad con la de las proteínas 
patrón utilizadas: miosina de músculo de ratón (205 kDa), β-galactosidasa de E. coli        
(116 kDa), fosforilasa B (97,4 kDa), ovoalbúmina de pollo (45 kDa), inhibidor de tripsina de 
soja (20,1 kDa), α-lactoalbúmina (14 kDa), y aprotinina (7 kDa); Sigma. 
 
3.6 Cinética de muerte por acción de la toxina killer PMKT en la cepa sensible 
S. cerevisiae BY4743 
 
 Para determinar la cinética de muerte por acción de la toxina killer PMKT se empleó 
el método utilizado por Santos & Marquina (2004a) con ligeras modificaciones. Células de la 
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cepa sensible, S. cerevisiae BY4743, se incubaron en medio YMB (tamponado pH 4,0). 
Cuando se alcanzó la fase exponencial de crecimiento (absorbancia a 600 nm = 0,5) las 
células se recuperaron por centrifugación (13.200 rpm, 2 min, 4 ºC). De ellas, 105 células se 
resuspendieron en 1 ml de extracto crudo de la toxina killer de P. membranifaciens CYC 
1106 (1.205 UA/ml). Paralelamente, como control, se utilizó 1 ml de extracto crudo de toxina 
killer inactivada por calor (75 ºC durante 10 minutos). La incubación se realizó a 20 ºC en 
agitación durante 8 horas, tomando alícuotas de células a lo largo de ese tiempo. Estas 
alícuotas se diluyeron convenientemente (banco de diluciones) y se sembraron después en 
medio YMA. Al cabo de 48 horas a 30 ºC se realizó el recuento en placa del número de 
colonias viables (Santos et al., 2005). 
 
3.7 Análisis de la respuesta transcripcional por acción de PMKT y aislamiento 
de ARN 
 
 Células de S. cerevisiae BY4743 se incubaron en 100 ml de medio YMB (tamponado 
a pH 4,0), a 20 ºC y en agitación, hasta que se alcanzó la fase exponencial de crecimiento 
(absorbancia a 600 nm = 0,5). En ese momento, se tomó una alícuota de 10 ml del medio y 
se recuperaron las células por centrifugación (14.000 rpm, 1 min, 4 ºC), congelándose 
posteriormente en nitrógeno líquido (estas células se utilizaron para determinar los perfiles 
de expresión en condiciones basales [población control]). Inmediatamente después, el resto 
del cultivo se expuso a PMKT (1.205 UA/ml), tomando alícuotas de 10 ml de medio a los 0, 
15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos de incubación. Las células se recuperaron y congelaron 
como se ha descrito anteriormente. El ARN total de todas las muestras se extrajo utilizando 
el método del fenol ácido descrito por Lyne et al. (2003). 
 
3.8 Hibridación de los microarrays de ADN y obtención de datos 
 
 Basándonos en los resultados obtenidos en el estudio de la cinética de muerte por 
acción de PMKT (apartado 3.6), el recuento de colonias viables en placa permitieron 
determinar el tiempo óptimo de exposición a la toxina en la población celular sensible para la 
extracción posterior de los ARN empleados en los microarrays (inducción de una respuesta 
génica temprana a la acción de la toxina). De este modo, se llevó a cabo la transcripción 
inversa (enzima Superscript, Invitrogen), por un lado, utilizando 40 μg del ARN total extraído 
de las células sensibles tras 45 minutos de exposición a la toxina (apartado 3.7), y por otro, 
40 μg del ARN total extraído de la población control (apartado 3.7). En este proceso de 
síntesis de ambos ADNc se utilizaron desoxinucleótidos trifosfato convencionales (dATPs, 
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dTTPs y dGTPs) y desoxinucleótidos trifosfato marcados con fluoróforos distintos según la 
población celular: Cy3-dCTPs (fluorescencia verde), en el caso de la población control; y 
Cy5-dCTPs (fluorescencia roja), en la población tratada. De este modo, el ADNc aislado de 
cada tipo celular distinto (control o tratado) poseía un marcador fluorescente diferente. A 
continuación, 40 μl de una solución con ambos ADNc, mezclados en la misma proporción, 
se hibridaron sobre microarrays de ADN que contenían el 100% de los genes conocidos de 
S. cerevisiae. Esta hibridación se realizó a 62 ºC durante 12 horas (Agilent hybridization 
chamber, Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Transcurrido ese tiempo, los microarrays se 
lavaron utilizando dos tampones distintos: primero, tampón A (0,1% SDS; SSC 0,6X) a       
50 ºC; y segundo, tampón B (SSC 0,03X) a 20 ºC durante 5 minutos. Posteriormente, se 
realizó un escáner de los microarrays (Agilent scanner G2565BA, Agilent Technologies) y 
las imágenes obtenidas (color e intensidad de cada punto en el array) se analizaron 
utilizando el programa Agilent Feature Extraction, versión 7.5 (DeRisi et al., 1997; Spellman 
et al., 1998). Arbitrariamente, se consideró que los genes se expresaban de forma 
diferencial cuando sus tasas de expresión eran superiores a +3,0 (regulados positivamente: 
inducción) o inferiores a -2,0 (regulados negativamente: represión) en cuatro arrays 
distintos, utilizando para cada gen el valor promedio de su expresión en los distintos arrays. 
Sólo se utilizaron aquellos genes que mostraron una tasa de expresión constante en los 
distintos experimentos. Teniendo en cuenta el criterio asumido, muchos de los genes 
estudiados (aquellos cuyas tasas de expresión se encuentran entre +3,0 y -2,0) presentaron 
una expresión variable. El origen de esta variabilidad no se conoce, pero podría ser atribuida 
al hecho de que población de levaduras tratada con la toxina no respondiese de forma 
sincronizada a la acción de esta. También podría ser debida a pequeñas diferencias en la 
pureza de la toxina aplicada, la composición del medio de cultivo o la fase de crecimiento de 
las células sensibles. 
 
3.9 PCR cuantitativa en tiempo real (Q-RT-PCR) 
 
  Inicialmente, el ARN total extraído de las células sensibles tras 45 minutos de 
exposición a la toxina (apartado 3.7) se trató con DNasa I (Sigma) libre de RNasa para 
eliminar los posibles restos de ADN producidos durante la extracción. A continuación, con el 
ARN obtenido (1 μg) se llevó a cabo un proceso de transcripción inversa empleando el kit 
High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), donde se utilizó la siguiente mezcla 
de reacción: ARN (1 μg), tampón RT 10X (2 μl), oligonucleótidos al azar 10X (2 μl), enzima 
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/μl; 1 μl), mezcla de dNTPs (100 mM; 0,8 μl), 
inhibidor de ARNasas (39.600 U/ml; 0,2 μl), y agua hasta completar un volumen final de     
20 μl. Las etapas de incubación de esta mezcla fueron: 10 minutos a temperatura ambiente,     
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2 horas a 37 ºC y 10 minutos a 65 ºC; empleando siempre muestras por duplicado. Este 
proceso permitió obtener el ADNc, una molécula de ADN monocatenario complementaria al 
ARN que sirvió de molde en la reacción de Q-RT-PCR. 
 
 La reacción de amplificación (Q-RT-PCR) se realizó, por cuadruplicado, en placas de 
96 pocillos (Applied Biosystems) empleándose como marcador de detección y cuantificación 
SYBR® Green (Wittwer et al., 1997). Cada pocillo contenía un volumen total de 40 μl: 25 μl 
de la Mezcla Maestra SYBR® Green PCR Master Mix (2X; Applied Biosystems), 3 μl de los 
oligonucleótidos específicos (Anexo 2; Tablas 12 y 13; oligonucleótidos 1 y 2) a una 
concentración de 300 nM, 4 μl de agua y 8 μl de ADNc. 
 
 El diseño de los oligonucleótidos empleados en el experimento se llevó a cabo 
mediante el uso de los programas Primer Express (Applied Biosystems; versión 2.0) y 
OligoAnalizer (Oligo Analizer; versión 2.5). Para cada gen, del listado de posibles 
secuencias proporcionadas por ambos programas, la elección de los oligonucleótidos se 
hizo fundamentalmente teniendo en cuenta sus sitios de unión al ADNc (Bookout & 
Mangelsdorf, 2003). Tras la elección, cada una de estas secuencias (Tablas 12 y 13; Anexo 
2) se utilizó para llevar a cabo un análisis mediante el programa Blast disponible en internet 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) para asegurar su especificidad única, comprobándose también dicha 
especificidad al determinar un único producto de PCR (amplificación) tras su resolución en 
geles de agarosa al 1% (apartado 3.10). La síntesis y adquisición de estos oligonucleótidos 
se realizó por vía comercial a través de Sigma-Genosys (Sigma-Genosys, Ltd). 
 
 Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador a tiempo real ABI 
PRISM® 7900 HT (Applied Biosystems, Warrington, UK), empleando un programa que 
incluía un primer ciclo de desnaturalización (10 minutos a 95 ºC) y 39 ciclos posteriores de 
alineación (95 ºC, 10 segundos) y extensión (60 ºC, 1 minuto). En cada ensayo, la 
normalización de los niveles de expresión del gen en estudio (ADNc) se realizó respecto al 
gen constitutivo IPP1 (pirofosfatasa inorgánica), cuya expresión no se ve afectada por la 
presencia de la toxina PMKT (Rep et al., 2000); y se utilizaron dos tipos de controles: 
controles NTC (non-template control), donde el molde de ADNc es sustituido por agua y que 
permite detectar (por amplificación) elementos contaminantes o dímeros de oligonucleótidos 
en la mezcla de reacción; y controles RT (-), donde el ADNc se sustituye por ARN para 
detectar la posible amplificación a partir del ADN genómico no eliminado tras el tratamiento 
con DNasa I (Sigma) en las muestras de ARN extraídas de las células sensibles. 
 
Para todos los genes en estudio, incluido el gen de expresión constitutiva IPP1, se 
realizaron curvas estándar empleando diluciones decimales. Las curvas se obtuvieron 
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representando los valores de Ct (Ciclo threshold; ciclo de PCR a partir del cuál la señal de 
fluorescencia detectada es mayor que el nivel mínimo de detección) frente al logaritmo de la 
cantidad de ADNc molde en cada dilución. En todos los casos, las eficacias de amplificación 
de los genes en estudio resultaron ser muy similares a las del gen IPP1 (pendiente cercana 
a -3,33, que se corresponde con una eficacia del 100%), comprobando además que la 
diferencia entre la pendiente de este gen constitutivo y la del resto de los genes en estudio 
era menor de 0,1. Por todo ello, se empleó el método de ∆∆Ct para realizar la cuantificación 
relativa de los niveles de expresión en la cepa sensible tras su exposición a PMKT (Livak & 
Schmittgen, 2001). Para cada uno de los genes, el valor de expresión considerado fue la 
media en cuatro experimentos independientes. 
 
3.10. Electroforesis de ARN en geles de agarosa 
 
 La preparación de los geles (agarosa al 1%) se llevó a cabo resuspendiendo 0,4 g de 
agarosa (Sigma) en 40 ml de tampón TAE 1X (Anexo 1), calentando esta mezcla en 
microondas (sin hervir) hasta la aparición de una solución completamente transparente. A 
continuación, tras un primer enfriamiento de la solución a temperatura ambiente, se le 
añadieron 3 μl de bromuro de etidio (EtBr) 25 mM y posteriormente se depositó en un molde 
específico hasta su gelificación (aproximadamente 30 minutos). Después de incorporar las 
distintas muestras de ARN en cada uno de los pocillos del gel (1 μg de ARN, 3 μl tampón de 
carga -Anexo 1- y 3 μl de agua DEPC), la electroforesis se llevó a cabo a 100 V durante una 
hora utilizando el sistema Sub-Cell GT de BioRad. Transcurrido ese tiempo, la visualización 
de las bandas obtenidas se realizó empleando luz ultravioleta (UV) de 320 nm 
(Transiluminador LKB 2011, Pharmacia). 
 
3.11 Northern Blot para el análisis de genes cuya expresión se ve 
condicionada por la presencia de PMKT 
 
Los perfiles de expresión obtenidos mediante el empleo de microarrays de ADN 
(apartado 3.8) fueron confirmados por Q-RT-PCR (apartado 3.9) tras la exposición de las 
células sensibles a la acción de la toxina PMKT durante 45 minutos. De este modo, aquellos 
genes cuya variación en la expresión (sobreexpresión) resultó ser muy elevada se 
seleccionaron para realizar un nuevo estudio basado en Northern Blotting (Thomas, 1980; 
Rep et al., 1999). Los siete genes seleccionados fueron: GPD1 y GPP2, inducidos por estrés 
osmótico; CTT1 y HSP12, genes de respuesta a estrés general; PDR12 y TRK2, 
fuertemente inducidos a valores bajos de pH; y ENA1, cuya expresión se ve regulada 
positivamente en presencia de altas concentraciones de NaCl. La cuantificación relativa de 
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los niveles de expresión génica obtenidos se hizo comparando todas las señales con la del 
gen IPP1 (Rep et al., 2000). 
 
 De forma similar al proceso descrito en el apartado 3.7, se utilizaron dos cepas 
distintas de levaduras sensibles (parental tipo BY4743 y hog1∆) para obtener su ARN total 
tras ser expuestas a la toxina PMKT a lo largo del tiempo (0 -control t0-, 15, 30, 45, 60, 90 y 
120 minutos). Después, cada una de estas muestras de ARN obtenidas (20-22 μl) se 
disolvieron en SDS 0,1% (agua DEPC) y se añadieron a 70 μl de una solución de 
desnaturalización (Anexo 1). Tras agitar las mezclas (vórtex), centrifugarlas (15.000 rpm;      
5 segundos) e incubarlas a 55 ºC durante 15 minutos, éstas se resolvieron mediante 
electroforesis en geles de agarosa utilizando formaldehído 0,6 M (Merck) como agente 
desnaturalizante (apartado 3.11.6).  
 
 La transferencia se llevó a cabo por capilaridad utilizando una membrana de nailon 
(Hybond XL, Amersham Biosciences) de 11 x 11 cm embebida previamente en tampón SSC 
10X (Anexo 1) durante 5-10 minutos. La duración del proceso fue de aproximadamente      
12 horas, incluyendo el dispositivo de transferencia, desde su parte inferior hasta su parte 
superior: soporte base - dos capas de papel Whatman (1 mm) húmedo (tampón SSC 10X) - 
gel - membrana nailon - cinco capas de papel Whatman (3 mm) seco - varias capas de 
toallitas de papel (hasta 6 cm de altura) - soporte superior - peso; empleando como tampón 
en el proceso SSC 10X. Posteriormente, tras retirar la membrana del dispositivo y realizar 
un lavado de la misma empleando SSC 2X, la fijación de los fragmentos de ARN a la 
membrana se hizo por exposición de está a luz UV de 254 nm (Bio-Link BLX) durante      
120 segundos. 
  




 La membrana se depositó dentro de un cilindro de vidrio de forma que los 
fragmentos de ARN previamente transferidos quedasen orientados hacia interior. 
Posteriormente, se añadieron 10 ml de una solución de prehibridación (Anexo 1) que sirvió 
para bloquear la membrana y evitar así los procesos de unión inespecífica, incubándose el 




 Antes de aplicar la sonda marcada (20 μl) a la membrana para permitir su 
hibridación, esta se hirvió a 100 ºC durante cinco minutos y se depositó posteriormente en 
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hielo durante otros tres minutos para conseguir su completa desnaturalización. Tras sustituir 
la solución de prehibridación del cilindro (apartado 3.11.1) por otros 10 ml de solución de 
hibridación (Anexo 1), se añadió la sonda y el proceso de hibridación se llevó a cabo a 65 ºC 
durante toda la noche. Transcurrido ese tiempo, el líquido de hibridación se desechó y el 
marcaje inespecífico producido entre la sonda y la membrana se eliminó mediante una serie 
de lavados sucesivos con una solución de lavado (Anexo 1): primero, dos lavados de 10 ml 
a temperatura ambiente durante 1 minuto; segundo, dos lavados de 10 ml a 42 ºC durante 
media hora; y tercero, un lavado de 10 ml a 42 ºC durante 10 minutos. La hibridación 
específica se detectó posteriormente por exposición directa de la membrana a una película 
radio-sensible (Biomax MR; Kodak, Rochester, N.Y., USA), variando el tiempo de exposición 
en función de la sonda utilizada en cada caso. Las muestras se normalizaron frente al nivel 
de expresión detectado en IPP1. 
 
El diseño y marcaje de las sondas empleadas en el experimento se realizó de 
acuerdo a como se describe en los apartados siguientes. 
 
3.11.3 Generación de sondas de ADN 
 
 Las sondas de ADN se diseñaron utilizando la base de datos que recoge el genoma 
completo de la levadura S. cerevisiae (SGD). Tras realizar un análisis por Blast de cada una 
de las secuencias de interés, se seleccionaron aquellas que, manteniendo la máxima 
especificidad para el gen en estudio, presentaban regiones de baja homología con otros 
genes relacionados. Para generar cada una de esas sondas (incluido IPP1), se utilizó una 
pareja de oligonucleótidos específicos (Tabla 5), diseñados con el programa OligoAnalyzer 
(Oligo Analizer; versión 2.5) y obtenidos por vía comercial (Sigma Genosis), para llevar a 
cabo la reacción de PCR (Eppendorf Mastercycler; Tabla 6) a partir del ADN cromosómico 
de la cepa sensible tipo BY4743. 
 
Tabla 5 Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de sondas de ADN en el proceso de Northern Blotting. 
Gen ORF  Oligonucleótido 1  (5’ → 3’) Oligonucleótido 2  (3’ → 5’) 
HSP12 YFL014W CCGGAAGAAAAAACATTTCT GCCGGTTTTGGCACCTTCG 
CTT1 YGR088W CCGTTGGTGGTGAAAGTGGTACAC GGACACTGTTCGGCAGTGTATTGG 
TRK2 YKR050W AAACCAAAACGACGTGAAGG GTGTCTCGCTCTTCGGATTC 
GPP2 YER062C CGTCGACGGTACCATTATCA TTACCATTTCAACAGATCGTCCT 
PDR12 YPL058C CGACTGACGAATTCATTGAGAAAG GCCATTACTCGAGAGTGGGATAG 
ENA1 YDR040C TTATCGCGGTCAATGTGCTC ATCAAACTCACGTTGCCCTC 
GPD1 YDL022W TACTATTGCCAAGGTGGTTGCCGAAA ATGTAAGAGGATAGCAATTGGACACC 
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Tabla 6. Programa de PCR 
Ciclos Nº repeticiones Tiempo Temperatura (ºC) 
Nº 1 1 2 min 95 
Nº 2 30 
30 s 94 
60 s 55 
60 s 72 
Nº 3 1 5 min 72 
  
3.11.4 Marcaje de las sondas 
 
 El marcaje de las sondas se realizó por un proceso basado en random priming 
utilizando el kit comercial Oligolabelling Kit (Amersham Pharmacia Biotech). Cada una de las 
sondas de ADN obtenidas en el apartado anterior se diluyó en agua DEPC de forma que la 
concentración final fuese de 25 ng/μl y el volumen máximo de 34 μl. Tras calentar las 
muestras durante 2-3 minutos a 100 ºC (desnaturalización) y enfriarlas posteriormente en 
hielo durante 2 minutos, los tubos se centrifugaron brevemente y se les añadió: Reagent Mix 
(10 μl; solución acuosa con dCTP, dGTP, dTTP y una mezcla de hexadesoxi-ribonucleótidos 
al azar), fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli (1 μl; 5-10 unidades/μl), y 
dATPs radio-marcados [α-32P]. La reacción se llevó a cabo incubando los tubos a 37 ºC 
durante una hora.  
 
3.11.5 Purificación de las sondas marcadas 
 
 Transcurrido el tiempo de marcaje (apartado anterior), la reacción se paró añadiendo 
a cada uno de los tubos 50 μl de SET 0,2X (Anexo 1). A continuación, el contenido de éstos 
se depositó en unas columnas previamente preparadas que contenían Sephadex G-50 
(Anexo 1) y que se equilibraron mediante varios lavados sucesivos con STE 1X (1 ml,        
un lavado) y SET 0,2X (1 ml, dos lavados; 0,1 ml, último lavado). Tras la centrifugación      
(2.500 rpm, 10 s), la primera fracción eluida se depositó en un tubo Eppendorf y su nivel de 
radiactividad se midió con un contador Geiger (Morgan, series 900). Posteriormente, a la 
columna se le añadieron 100 μl de SET 0,2X y se repitió de nuevo el proceso de la 
centrifugación. Después de depositar esta segunda fracción eluida en otro tubo Eppendorf, 
su nivel de radiactividad se determinó como se ha descrito anteriormente. Se obtuvo una 
tercera fracción del mismo modo comprobando, mediante el contador Geiger, que la 
radiactividad sobrante se fue eluyendo en la columna. Finalmente, las tres fracciones eluidas 
de cada una de las sondas marcadas se mezclaron en un nuevo tubo Eppendorf, 
recuperando un volumen total aproximado de 350 μl. 
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Las electroforesis de los ARNs empleados en este proceso de Northern Blotting se 
realizaron según se describe en el siguiente apartado. 
 
3.11.6. Electroforesis de los ARN empleados en Northern Blotting 
 
 Los geles se prepararon añadiendo 2,4 g de agarosa (Sigma) a 174 ml de agua   
milli-Q autoclavada, calentando esta mezcla posteriormente hasta su ebullición. Tras enfriar 
hasta 60 ºC en un baño de agua, se añadieron 20 ml de MOPS 10X (Anexo 1) y 6 ml de 
formaldehído al 37% (Merck). Después de homogenizar bien, la mezcla se depositó en un 
molde específico hasta su completa gelificación (aproximadamente 30 minutos). A 
continuación, el gel se colocó en la cubeta de electroforesis y cada una de las muestras de 
ARN (20-22 µl), preparadas según se ha descrito en el apartado 3.11, se aplicaron al gel 
junto a 18 μl de tampón de carga (Anexo 1). El proceso se llevó a cabo a 100 V (242 mA) 
durante dos horas utilizando el sistema Sub-Cell GT de BioRad, empleando como tampón 
de electroforesis MOPS 1X con formaldehído al 37% (Anexo 1). Transcurrido ese tiempo, la 
eliminación del contenido de formaldehído de gel se realizó mediante dos tipos de lavados: 
uno con agua autoclavada durante 10 minutos y otro con tampón SSC 10X durante            
45 minutos (en agitación orbital). 
 
3.12. Detección por Western Blot de Hog1p y Hog1p fosforilado 
 
 La extracción del total de proteínas solubles de la cepa sensible tipo S. cerevisiae 
BY4743 se llevó a cabo tras ser expuesta a la toxina PMKT a lo largo del tiempo (0 -control 
t0-, 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos; siendo las condiciones de incubación las mismas que se 
detallan en el apartado 3.7). Para ello, se empleó la metodología descrita por Davenport et 
al. (1995) y Siderius et al. (1997). El homogeneizado proteico que se obtuvo (30 μg de 
proteína total) se resolvió después mediante la realización de electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 12% (apartado 3.5.3). 
 
 Para realizar la transferencia se empleó una membrana de PVDF (fluoruro de 
polivinildeno; BioRad), de 5,5 x 8,5 cm, previamente hidratada mediante su inmersión en las 
siguientes soluciones: metanol (10 s), agua milli-Q (3 minutos) y tampón de transferencia    
(10 minutos; Anexo 1). El proceso se desarrolló a 100 mA durante 3 horas utilizando el 
sistema mini-PROTEAN III de BioRad. El dispositivo de transferencia incluyó, desde su parte 
inferior hasta su parte superior: soporte base - esponja - dos capas de papel Whatman       
(3 mm) - gel - membrana PVDF - dos capas de papel Whatman (3 mm) - esponja - soporte 
superior; empleando un volumen total de tampón de transferencia de aproximadamente      
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800 ml. Posteriormente, la membrana se retiró del dispositivo y se lavó con agua milli-Q para 
eliminar los restos de metanol. Para comprobar que el proceso se desarrolló correctamente, 
se realizó una tinción de la membrana empleando Rojo Ponceau (Anexo 1) y una tinción del 
gel con una solución de azul Coomassie (Anexo 1). 
 
 La inmunodetección se llevó a cabo tras eliminar los restos de colorante de la 
membrana con un primer lavado en agua milli-Q y tres lavados posteriores, de 15 minutos 
de duración cada uno, con TBS-TWEEN 0,1% (Anexo 1). A continuación, para evitar los 
procesos de unión inespecífica, el bloqueo de la membrana se hizo por inmersión de ésta en 
TBS-TWEEN 0,1%-LECHE DESNATADA 0,5% (Anexo 1) durante una hora. Posteriormente, 
se procedió a la incubación con el anticuerpo primario: en el caso de la fosforilación de 
Hog1p, se utilizó un anticuerpo anti-MAPK p38-dualmente fosforilado (Thr174 y Tyr176) 
(New England Biolabs, Beverly, MA), y en el caso de Hog1p, un anticuerpo frente al extremo 
C-terminal de Hog1p (Yc20, número de catálogo sc-6815; Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA); añadiendo ambos a una dilución de 1/500 en TBS-TWEEN 0,1%-LECHE 
DESNATADA 0,5% e incubando durante toda la noche a temperatura ambiente. 
Transcurrido ese tiempo, la membrana se lavó con TBS-TWEEN (1X durante 15 minutos y 
3X durante 5 minutos) y se procedió nuevamente a su bloqueo por inmersión en TBS-
TWEEN 0,1%-LECHE DESNATADA 0,5%. A continuación, se añadió el anticuerpo 
secundario (Sigma), conjugado con peroxidasa, a una dilución de 1/5.000 en TBS-TWEEN 
0,1%-LECHE DESNATADA 0,5% y se incubó durante aproximadamente 1,5 horas a 
temperatura ambiente. Tras la incubación, la membrana se lavó nuevamente con TBS-
TWEEN como se ha descrito anteriormente y con agua milli-Q (5 lavados). Finalmente, se 
procedió a la incubación con 4-6 ml del reactivo ECL (Amersham, Uppsala, Sweden) durante 
1-2 minutos, visualizando la aparición de bandas por exposición directa de la membrana de 
PVDF a un film de autorradiografía a distintos tiempos. 
 
3.13. Determinación de glicerol 
 
Para determinar las concentraciones extra e intracelulares de glicerol, las levaduras 
sensibles utilizadas (parental tipo BY4743 y hog1∆) se incubaron durante toda la noche, a 
20 ºC, en medio YMB (pH 4,0). A continuación, ambos cultivos se diluyeron empleando el 
mismo medio hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0,3 y se dejaron crecer a 20 ºC 
durante otras cuatro horas más. En ese momento las células sensibles se expusieron a la 
toxina killer PMKT (1.205 UA/ml). A tiempos concretos (0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3 y 4 horas), 
realizando el ensayo por triplicado, se tomaron muestras de 10 ml de cada uno de los 
matraces para llevar a cabo la determinación de los niveles intracelulares y extracelulares de 
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glicerol. El glicerol intracelular se valoró por filtración (glass microfibre filters, Whatman 
GF/C) y posterior calentamiento a 100 ºC de los filtros en 1 ml de agua milli-Q estéril durante 
10 minutos. De esta forma, el contenido intracelular de glicerol fue liberado al medio exterior 
y su valoración se realizó empleando el kit comercial Glycerol Measurement Kit (Boehringer 
Mannheim, número de catálogo 148270). Tras su hervido, los filtros se secaron a 80 ºC 
durante 16 horas para calcular el peso seco celular. 
 
             En el caso del glicerol extracelular, se centrifugó 1 ml de las muestras de cultivo 
recogidas en los distintos tiempos (4.000 g, 5 minutos, 4 ºC) y la cantidad de glicerol 
presente en el sobrenadante se valoró como se ha descrito anteriormente. 
 
3.14. Preparación de protoplastos 
 
 Las células, mutantes de deleción o cepa tipo (100 mg peso seco/ml, obtenido 
concentrando por centrifugación de un cultivo), se resuspendieron en 100 ml de un medio de 
pretratamiento específico (Anexo 1) y se incubaron a 30 ºC durante 30 minutos. A 
continuación, las células se lavaron con agua destilada y se resuspendieron y trataron con   
6 ml de una solución de zimoliasa 5.000 (2 mg/ml) en KCl 0,6 M a 30 ºC. Los protoplastos 
obtenidos se centrifugaron (800 x g, 2 min) y se resuspendieron en una solución compuesta 
por CaCl2 50 mM y KCl 0,6 M (pH 4,5) en presencia o ausencia de la toxina PMKT. 
 
Para determinar la sensibilidad de los protoplastos (cepa tipo y mutantes de deleción) 
a la acción de la toxina, estos fueron incubados en ausencia o presencia de PMKT       
(1.205 UA/ml) durante 1h a 20 ºC y posteriormente plaqueados en el medio de regeneración 
(apartado 3.3.4). Transcurridas 48-72 h (20 ºC), se comparó el nivel de regeneración de los 
protoplastos de cada una de las cepas mutantes y de la cepa tipo para determinar el grado 
de sensibilidad.  
 
3.15. Ensayos de unión de la toxina a protoplastos y a células completas 
 
Las células o protoplastos (106/ml) de los diferentes mutantes seleccionados se 
incubaron durante 30 minutos (20 ºC) en presencia de la toxina PMKT (1.205 UA/ml). 
Posteriormente, se centrifugaron (800 x g, 2 min) y se determinó la cantidad de toxina 
presente en el sobrenadante (toxina libre) mediante el análisis de su actividad en medio 
YMAMB (apartado 3.4), utilizando la cepa sensible S. cerevisiae BY4743. Se comparó la 
capacidad de unión de la toxina a cada uno de los mutantes (células enteras o protoplastos) 
con la de la cepa sensible tipo, expresándose esta relación en porcentaje. 
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3.16. Aislamiento de proteínas de membrana plasmática 
 
 Se centrifugaron células de la cepa sensible tipo (800 x g,  2 min), crecidas en medio 
YMB, y el sedimento resultante (1 g) se resuspendió en 10 ml de un tampón de aislamiento 
específico (Anexo 1) al que se añadieron los siguientes inhibidores de proteasas: 1mM de 
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 10 µg/ml de leupeptina, 10 µg/ml de pepstatina y      
10 µg/ml de quimotripsina. Posteriormente, estas células se mezclaron con un volumen igual 
de bolas de vidrio (diámetro 0,5 mm) para conseguir su ruptura tras 8 ciclos (1 min/ciclo) de 
tratamiento con el sistema Glass Bead Beater (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA). La 
refrigeración del sistema se realizó mediante una camisa externa que contenía glicerol al 
50% a -20 ºC.  Los fragmentos de membrana de mayor tamaño y las células sin romper se 
eliminaron por centrifugación a 10.000 x g durante 10 minutos, mientras que la fracción más 
ligera se recuperó mediante centrifugación a 100.000 x g durante una hora. El sedimento 
resultante se resuspendió en un tampón específico (Anexo 1) que contenía los mismos 
inhibidores de proteasas mencionados anteriormente y se conservó a -80 ºC. Para llevar a 
cabo la extracción y el enriquecimiento selectivo de las proteínas integrales y las proteínas 
ancladas a los fragmentos membrana obtenidos en este proceso, se empleó el kit comercial 
Mem-PER (Eukaryotic Membrane Protein Extraction Kit; Pierce Biotechnology, Inc. 
Rockford, IL, USA) según Panaretou & Piper (2006) siguiendo las instrucciones aportadas 
por la casa comercial.  
 
3.17. Aislamiento de proteínas de pared celular 
 
 Se centrifugaron células de la cepa sensible tipo (800 x g,  2 min), crecidas en medio 
YMB, y el sedimento resultante se lavó tres veces con tampón Tris-HCl 10 mM (pH 7,4) al 
que previamente se le había añadido PMSF 1,0 mM (Sigma). A continuación, las células se 
dispusieron en el sistema Glass Bead Beater del mismo modo que se ha descrito en el 
apartado 3.16, consiguiendo su ruptura tras 5 ciclos de tratamiento (1 min/ciclo, con 
intervalos de 30 segundos) a 0 ºC. Las bolas de vidrio se separaron por filtración (filtros de 
nailon, GE Osmonics Labstore, GE Nylon Hydrophilic Supported Membrane, diámetro        
20 µm) mientras que los fragmentos de pared celular se recuperaron por centrifugación 
(3000 x g, 10 min). 
 
 Para solubilizar las proteínas de pared celular unidas a ésta de forma no covalente y 
eliminar posibles restos del citosol y de la membrana plasmática aún presentes tras el 
proceso de extracción, los fragmentos de pared celular aislados se lavaron varias veces con 
NaCl 1,0 M y se hirvieron dos veces (2 min) en presencia de SDS, EDTA y β-mercaptoetanol 
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(Anexo 1). Después de este tratamiento, los fragmentos de pared se sometieron a dos 
procesos de digestión enzimática consecutivos que facilitaron la extracción selectiva de 
ciertos tipos de proteínas: en primer lugar, se incubaron dos veces con una enzima 
recombinante endo-β-(1→6)-glucanasa procedente de Trichoderma harzianum (0,7 U/g de 
pared celular) para aislar las proteínas de pared ancladas a ésta mediante GPI (Kapteyn et 
al., 1996), deteniendo cada uno de estos procesos de digestión por la adición de SDS 0,4% 
y el calentamiento de la muestra a 100 ºC durante 2 minutos. En segundo lugar, después del 
tratamiento con endo-β-(1→6)-glucanasa, los fragmentos de pared celular se incubaron con 
Quantazyme (Quantum Biotechnologies, Montreal, Canada), una enzima recombinante       
β-(1→3)-glucanasa que sirvió para liberar proteínas Pir con gran abundancia en Cwp1p 
(Kapteyn et al., 2001). Todas las fracciones de proteínas obtenidas fueron agrupadas, 
dializadas y posteriormente utilizadas para llevar a cabo cromatografía de afinidad.  
 
3.18. Purificación del receptor secundario (Cwp2p) por cromatografía de 
afinidad 
 
 La preparación de la cromatografía de afinidad se realizó del mismo modo que se ha 
descrito en el apartado 3.5.2, equilibrando el gel antes de su uso mediante varios lavados 
con una solución de glicerol al 15% (v/v) en tampón citrato/fosfato 0,01 M a pH 4,5. Para 
llevar a cabo la unión del receptor secundario a la toxina PMKT, se dializaron muestras de 
proteínas aisladas de la membrana plasmática o la pared celular (apartados 3.16 o 3.17, 
respectivamente) durante 24 horas frente a la misma solución tampón que se empleó para 
equilibrar el gel. Transcurrido el tiempo de diálisis, la toxina PMKT y las muestras de 
proteínas se cargaron en la columna de forma secuencial: primero la toxina PMKT y luego 
las proteínas de membrana o proteínas de pared. Tanto el proceso de carga de las muestras 
en la columna como el lavado de la misma se realizó utilizando la solución tampón 
mencionada anteriormente, empleando una solución de glicerol al 15% (v/v) y NaCl 1.5 M en 
tampón citrato/fosfato 0,01 M a pH 5,0 en el proceso posterior de co-elución. Las fracciones 
recogidas (0,5 ml cada una) se dializaron, se concentraron y se utilizaron para ensayar su 
actividad killer frente a la cepa sensible tipo por el método de difusión en placa tal y como se 
ha descrito en el apartado 3.4. Las fracciones que mostraron actividad se analizaron por 
PAGE-SDS en gradiente (gel concentrador: 4%; gel separador: 10-20%; BioRad, Ready Gel 
Tris-Tricine Gels, número de catálogo 161-1108), empleando como tampón del proceso Tris-
Tricina (Anexo 1). 
 
 Se realizó un control en paralelo, sin PMKT unida a las columnas, para corroborar la 
especificidad de unión del receptor a la matriz de sepharosa-(1→6)-β-D-glucanos sólo en 
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presencia de la toxina. Las fracciones eluidas de este control se analizaron del mismo modo 
que se ha descrito anteriormente. 
 
3.19. Secuenciación del extremo amino terminal del receptor secundario 
 
 Para confirmar la naturaleza de la proteína co-eluida junto a la toxina PMKT en la 
cromatografía de afinidad, se llevó a cabo el análisis de la secuencia aminoacídica del 
extremo N-terminal por el método de degradación automatizada de Edman (Edman, 1949; 
Edman & Begg, 1967) a partir de las bandas obtenidas previamente mediante transferencia 
a una membrana de PVDF (Western Blotting, apartado 3.12).  
 
3.20. Espectrometría de masas MALDI-TOF-MS para el análisis del receptor 
secundario 
 
Se llevó a cabo el estudio de espectrometría de masas MALDI-TOF-MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) empleando 
muestras del receptor Cwp2p y la toxina PMKT eluidas mediante cromatografía de afinidad y 
también extraídas (por elución en agua) de secciones de gel tras realizar las PAGE-SDS en 
gradiente (apartado 3.18). Después de su purificación, estas muestras se liofilizaron y se 
resuspendieron en una solución de TFA (trifluoroacético) al 1% (v/v). La preparación de la 
matriz en suspensión y su acondicionamiento se realizó mediante el método denominado 
dried-droplet, mezclando 0,5 µl de la solución de preparación de la matriz (Anexo 1) con un 
volumen igual de la muestra. La mezcla obtenida se depositó sobre el compartimento 
específico de carga de muestra del espectrómetro MALDI-TOF y se dejó a temperatura 
ambiente durante unos pocos minutos para su secado y cristalización. 
 
El proceso se llevó a cabo empleando un espectrómetro Autoflex TOF (Bruker-
Daltonics, Bremen, DE) equipado con un laser pulsado de nitrógeno de 337 nm. Se 
realizaron un total de 250 barridos del láser sobre la matriz de forma que los espectros de 
masas de las muestras ofreciesen la mejor respuesta de señal/ruido. Todos los espectros se 
obtuvieron usando un voltaje de aceleración de 25 kV y una ganancia del 80%. Para la 
calibración del equipo se empleó una mezcla de proteínas adquiridas comercialmente 
(Protein Calibration Standard II; Bruker-Daltonics). 
 
3.21. Construcción de la proteína de fusión GFP-Cwp2p 
 
 Las etapas para la construcción de GFP-Cwp2p se describen a continuación. 
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3.21.1. Descripción general del procedimiento 
 
 Para confirmar el posible papel de Cwp2p como receptor de la toxina PMKT, se llevó 
a cabo la construcción de una proteína de fusión GFP-Cwp2p que posteriormente fue 
purificada a partir de un extracto de proteínas aisladas de pared celular mediante 
cromatografía de afinidad con sepharosa 6B epoxi-activada como soporte (apartado 3.5.2). 
El uso de esta proteína de fusión permitió confirmar la presencia y determinar la localización 
de Cwp2p en las células sensibles durante la actividad de la toxina, así como comprobar su 
incorporación en los liposomas que se utilizaron en estudios posteriores (apartado 3.23). La 
construcción de la proteína GFP-Cwp2p se realizó en dos etapas siguiendo las indicaciones 
de Ram et al. (1998). Durante la primera etapa, se insertó un epítopo del gen c-myc tras la 
secuencia del aminoácido 21 de la proteína Cwp2p mediante el método de extensión por 
solapamiento (Overlap Extension; Higuchi et al., 1988), que consiste en amplificar de forma 
independiente dos segmentos solapantes de un determinado gen y luego unirlos en una 
segunda reacción. La primera amplificación por PCR se realizó del mismo modo que se ha 
descrito en el apartado 3.11.3, empleando la siguiente mezcla de reacción: 1 µl (1 µg/1 µl) 
de ADN molde Cwp2p; 5 µl (20 mM) de oligonucleótidos 5’-3’ y 3’-5’ (Cwp2P1 y Cwp2P3 por 
un lado y Cwp2P2 y Cwp2P4 por otro; Tabla 7); 4 µl (125 mM) de dNTPs; 5 µl de tampón 
PCR 10X (Promega); 0,5 µl de polimerasa Taq (Promega); y 29,5 µl de agua milli-Q. Los 
cuatro oligonucleótidos empleados se diseñaron para amplificar la región que incluía 650 pb 
upstream y 550 pb downstream del sitio de inserción. La visualización de los productos 
amplificados se realizó tras correr un gel de agarosa al 1% empleando luz UV de 320 nm 
(apartado 3.10). Las dos bandas de interés se cortaron del gel y cada una de ellas se 
resuspendió en 50 µl de agua milli-Q. Posteriormente, 0,5 µl de los productos seleccionados 
anteriormente se emplearon como ADN molde en una segunda reacción de PCR, donde se 
utilizó el mismo programa y la misma mezcla de reactivos, y los oligonucleótidos Cwp2P1 y 
Cwp2P2 (Tabla 7). Tras la amplificación, el producto de PCR resultante se corrió en un gel 
de agarosa 1% y se purificó la banda de interés. El fragmento c-myc-CWP2 se sometió a un 
proceso de digestión enzimática (Sal1 y Kpn1; apartado 3.21.5) para permitir su inserción en 
el plásmido multicopia YEplac195 (aislado de la cepa Escherichia coli ATCC 87589), 
obteniéndose así el plásmido pAR203. 
 
En la segunda etapa, la secuencia codificante del epítopo c-myc fue eliminada de 
pAR203 por digestión enzimática (Sal1 y Kpn1; apartado 3.21.5) y sustituida por el ADN de 
GFP (Green Fluorescent Protein) de Aequorea victoria (tratamiento previo con Kpn1 y Xho1; 
apartado 3.21.5) hasta la obtención del plásmido pAR205. Finalmente, se llevó a cabo el 
análisis de la secuencia de ADN resultante para corroborar la efectividad del proceso de 
fusión.  
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Tabla 7. Oligonucleótidos empleados en la primera reacción de PCR para la inserción del epítopo de c-myc tras el aminoácido 
21 de Cwp2p por el método de extensión por solapamiento. 
Oligonucleótido Tamaño (pb) Secuencia 
Cwp2P1 (5’ → 3’) 28 5'-AACTGCAGCGGACATCTGGAAAGTTACG-3' 
Cwp2P2 (3’ → 5’) 28 5'-GCTCTAGACTTGTATTCTCCTATCAGCC-3’ 
Cwp2P3 (3’ → 5’) 60 5’-ATTCAAGTCCTCCTCGGAAATCAACTTTTGCTCGTCGACATCGGCAATGACCATCTTAGC-3’ 
Cwp2P4 (5’ → 3’) 60 5’-GAGCAAAAGTTGATTTCCGAGGAGGACTTGAATGTCGACTCCGAAGAATTCGGCCTGGTG-3’ 
En rojo se muestra la diana para la enzima de restricción Pst1, en azul la diana para Xba1 y en verde la diana para Sal1. 
Subrayada se muestra la secuencia del epítopo c-myc. 
 
3.21.2 Obtención de células competentes 
 
 Para la obtención de células competentes se utilizó el método descrito por Dagert & 
Ehrlich (1979). Se añadió un inóculo de E. coli JM109 (recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17, 
supE44, relA1, ∆(lac-proAB)/F') [traD36, proAB+, lacIq, lacZ∆M15]  (Takara, ref. 9052. E. coli 
JM109 Competent Cells) a 5 ml de medio 2xYT (apartado 3.3.5) y se dejó crecer durante 
toda la noche a 37 ºC en agitación. A continuación, se realizó una dilución 1/100 de este 
cultivo empleando el medio citado anteriormente, siendo el volumen final de la dilución       
25 ml. Tras incubar de nuevo durante 90-180 minutos, permitiendo así al microorganismo 
alcanzar la fase de crecimiento exponencial (absorbancia a 600 nm = 0,2-0,4), las células se 
recuperaron por centrifugación a 4 ºC (5.000 rpm). El sobrenadante se desechó y las células 
se resuspendieron en 12,5 ml de una solución fría de CaCl2 0,1 M estéril (Anexo 1), 
permaneciendo la mezcla en hielo durante las siguientes 2 horas. Posteriormente, las 
células se recuperaron de nuevo por centrifugación (5.000 rpm, 4 ºC) y el sedimento se 
resuspendió en 2,5 ml de la solución fría de CaCl2 0,1 M estéril. Finalmente, a esta 
suspensión se le añadió glicerol estéril (Merck) hasta una concentración del 10% (v/v) y, tras 
permanecer la mezcla en hielo durante 30 minutos, se conservó a -80 ºC.  
 
3.21.3 Transformación, selección de transformantes y clonación en E. coli 
 
 La transformación en E. coli JM109 se realizó mezclando 100 µl de la suspensión de 
células competentes preparada en el apartado anterior con 1-10 ng del plásmido pAR205, 
manteniéndose esta mezcla en hielo un tiempo aproximado de 30 minutos. Después de la 
incubación, la preparación se sometió a un choque térmico (42 ºC) durante 90-120 s y se 
añadieron 900 µl de medio 2xYT líquido (apartado 3.3.5) para permitir la expresión del 
vector en las células durante 30-60 min. La selección de transformantes se llevó a cabo por 
plaqueo, depositando 100 µl de la suspensión anterior y 40 µl de X-gal (5-Bromo-4-Cloro-3-
Indolil-α-D-Galactopiranosido; Sigma B4252) en una placa petri vacía (90 mm) a la que se 
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añadieron 20 ml de medio 2xYT con agar (apartado 3.3.5) y con carbenicilina (300 mg/l; 
Anexo 1). Tras la solidificación del medio, las placas se incubaron a 37 ºC durante 18 horas. 
De las colonias seleccionadas (blancas) se obtuvo un cultivo puro por resiembra en 2xYT. 
 
3.21.4 Purificación del plásmido por MINIPREP 
 
 La recuperación del plásmido clonado se realizó por MINIPREP, que se basa en el 
proceso de lisis alcalina descrito por Birnboim & Doly (1979). Para ello, una alícuota (1 ml) 
de un cultivo de las células transformadas de E.coli crecido durante 18 horas (37 ºC) se 
centrifugó (14.000 rpm, 1 min, 4 ºC) y al sedimento obtenido se le añadieron 150 µl de 
solución TELT (Anexo 1). Tras resuspender con vórtex, a la solución se le añadió una 
mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y se agitó. A continuación, se realizó 
una nueva centrifugación (14.000 rpm, 3 min, 4 ºC) y la fase superior recuperada se 
depositó en un tubo Eppendorf limpio. Después de añadir al tubo 400 µl de EtOH 100%, esté 
se centrifugó (14.000 rpm, 15 min, 0 ºC) y el sedimento obtenido se lavó con 0,5 ml de EtOH 
70% a -20 ºC. Los  plásmidos se resuspendieron en 20 µl de agua milli-Q. 
 
3.21.5 Incubación con enzimas de restricción 
 
 En todos los casos mencionados anteriormente, la mezcla de reacción se preparó de 
la siguiente manera: 33 µl de solución 10X, 15 µl de enzima de restricción específica y     
216 µl de agua milli-Q estéril; mientras que la reacción se llevó a cabo mezclando 12 µl de la 
mezcla de reacción y 30 µl de la suspensión de plásmido (MINIPREP) e incubando por 
exceso una hora a 37 ºC. Dependiendo del caso, se utilizaron: 
 
- Enzima Sal1 y solución 10X tampón O (Fermentas). 
- Enzima Pst1 y solución 10X tampón Fast Digest (Fermentas). 
- Enzima Xba1 y solución 10X tampón Fast Digest (Fermentas). 
- Enzima EcoR1 y solución 10X tampón Fast Digest (Fermentas). 
- Enzima Xho1 y solución 10X tampón R (Fermentas). 
- Enzima Kpn1 y solución 10X tampón Kpn1 (Fermentas). 
 
3.21.6 Transformación en levaduras sensibles a PMKT 
 
Para llevar a cabo la transformación en la cepa sensible S. cerevisiae BY4743 se 
utilizó el método descrito por Gietz & Woods (2002). Un tubo con 10 ml de medio YMB se 
inoculó con la levadura y se incubó a 30 ºC durante 18 h en agitación (200 rpm). A 
continuación, el tubo se calentó en agua hirviendo (5 min) y se dejó enfriar en hielo. Tras 
60 
Material y métodos 
 
centrifugar (14.000 rpm, 1 min, 4 ºC) y resuspender el sedimento en agua estéril, una 
alícuota de 1 ml que contenía aproximadamente 5 x 108 células (células/ml) se transfirió a un 
tubo Eppendorf y éste se centrifugó (14.000 rpm, 30 s, 4 ºC) para posteriormente descartar 
el sobrenadante. La mezcla de transformación se añadió al sedimento, componente a 
componente, en el siguiente orden: 240 µl de PEG 3.500 (polietilénglicol; Merck) al 50% 
(p/v); 36 µl de acetato de litio 1,0 M (Merck); 50 µl de ADNcs (ADN de esperma de salmón 
preparado a una concentración de 2 mg/ml según el Anexo 1); y 34 µl de ADN plasmídico 
(0,1-1,0 µg) en agua milli-Q. La incubación se realizó a 42 ºC durante 40-60 minutos, 
momento tras el cual la mezcla de transformación se eliminó por centrifugación (14.000 rpm, 
30 s, 4 ºC) y las células presentes en el fondo del tubo se resuspendieron en 1 ml de agua 
estéril. Finalmente, se pipetearon muestras de 10 y 100 µl en placas con el medio 2xYT de 
selección de transformantes y estas se incubaron a 30 ºC durante 3-4 días. Se obtuvieron 
rendimientos de 105-106 células transformadas/ml. 
 
3.22. Microscopía de fluorescencia 
 
 El estudio de microscopia de fluorescencia tuvo una doble finalidad. En primer lugar, 
observar la localización de la proteína de fusión GFP-Cwp2p en células sensibles completas 
o tras su incorporación a liposomas (apartado 3.23), siendo el tratamiento previo de ambas 
muestras un lavado con tampón fosfato salino PBS (Anexo 1) y la posterior incubación a      
4 ºC durante al menos 15 minutos. Y en segundo lugar, realizar un estudio de sensibilidad a 
PMKT mediante la determinación del porcentaje de células teñidas con ioduro de propidio  
(5 µl/ml) (Molecular Probes) tras el tratamiento con la toxina. El equipo empleado fue un 
microscopio Leica DMRB que incorporaba una cámara Roper Scientific Cool Snap ES y el 
sistema informático Object Image PTI ImageMaster (versión 5.0). 
 
3.23. Preparación de liposomas cargados con carboxifluoresceína e 
incorporación de Cwp2p 
 
 Para la obtención de los liposomas se utilizaron dos compuestos lipídicos adquiridos 
vía comercial, 1-palmitoil 2-oleoilfosfatidilcolina y 1-palmitoil 2-oleoilfosfatidilglicerol (Avanti 
Polar Lipids), que se prepararon como dos soluciones independientes en cloroformo a una 
concentración de 10 mg/ml. Así, 1 ml de cada una de estas soluciones se mezcló en un vial 
de cristal de 10 ml de capacidad para posteriormente dejar secar la mezcla resultante en las 
paredes de éste hasta su evaporación total. Tras eliminar el cloroformo residual mediante un 
sistema de vacío (30 minutos), se añadieron al vial 2 ml de una solución salina (100 mM 
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KCl, 20 mM Mes, 100 mM carboxifluoresceína; pH 4,5) y éste se cerró bajo una atmósfera 
de nitrógeno. La hidratación de los lípidos se realizó a 0 ºC durante 30 minutos, momento 
tras el cual la mezcla lípidos/agua (concentración lipídica = 10 mg/ml) se sonicó (4 ºC) hasta 
observar su aclaramiento. La solución liposomal resultante se sometió a un proceso de 
congelación rápida en isopropanol/hielo seco (-80 ºC; 20 segundos aproximadamente) y a 
otro sucesivo de descongelación lenta a temperatura ambiente (20-30 minutos), repitiendo 
esta secuencia experimental (congelación/descongelación) un total de tres veces hasta la 
obtención de liposomas correctamente constituidos con la carboxifluoresceína encapsulada 
en su interior. 
 
 La proteína de fusión GFP-Cwp2p (apartado 3.21) se incorporó a los liposomas 
siguiendo el procedimiento descrito por Rigaud et al. (1995). De este modo, 250 µl de 
tampón Tris 5 mM, pH 7,5 / octil glucósido al 1% (Boehringer), que contenía 42,5 µg de 
GFP-Cwp2p, se añadieron a 500 µl de la solución salina con los liposomas preparada 
anteriormente. Como control negativo se empleó la misma mezcla de soluciones sin añadir 
la proteína de fusión GFP-Cwp2p. Posteriormente, se añadió una alícuota de 250 µl de una 
solución stock de octil glucósido al 2,2% en HEPES 5,0 mM y KCl 100 mM, pH 7,5, a ambas 
muestras (proteína de fusión y control negativo) de forma que la concentración final de octil 
glucósido fuese del 0,8%. Las muestras se dializaron toda la noche frente a una solución de 
KCl 100 mM y Mes 20 mM, pH 4,5. Finalmente, los liposomas se pasaron a través de una 
columna de Sephacryl S-300 de 18 ml (Amersham Biosciences) para eliminar la proteína de 
fusión no incorporada. 
 
3.23.1 Actividad de la toxina sobre liposomas mediante la determinación de la salida 
de carboxifluoresceína 
 
 La liberación de la carboxifluoresceína al medio externo tras la aplicación de la toxina 
PMKT sobre los liposomas se determinó espectrofluorimétricamente a lo largo del tiempo. 
Las longitudes de onda de excitación y de emisión fueron de 490 nm y 520 nm, 
respectivamente, utilizando un ancho de banda de 0,4 nm para ambos monocromadores. El 
control a tiempo cero se realizó añadiendo pequeñas alícuotas de la preparación con los 
liposomas (21,5 nmol de lípidos cada una) a 3 ml de una solución compuesta por Mes        
20 mM y KCl 100 mM, pH 4,5. Posteriormente, la toxina PMKT (1.205 UA/ml) se añadió 
transcurridos sesenta segundos. La cantidad total de carboxifluoresceína encapsulada en el 
interior de los liposomas se determinó incorporando a la mezcla anterior Triton X-100 hasta 
una concentración del 0,1% (p/v) al final de cada ensayo. Como control negativo el 
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experimento se repitió del mismo modo que se ha descrito pero utilizando toxina PMKT 
inactivada. Todos los ensayos se llevaron a cabo a 20 ºC. 
 
3.24 Tratamientos con fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol 
 
 Una suspensión (500 µl) de 107 protoplastos/ml de células sensibles de S. cerevisiae 
BY4743 y otra igual del mutante cwp2Δ se incubaron, durante 2 horas a 37 ºC, en presencia 
de 200 mU de la enzima PI-PLC (fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol; Boehringer 
Mannheim) en una solución tampón compuesta por CaCl2 50 mM y KCl 0,6 M (pH 7,0). El 
control negativo se realizó del mismo modo sin añadir la enzima. Tras la incubación, las 
células se recuperaron por centrifugación (800 rpm, 2 min) y posteriormente se 
resuspendieron en la misma solución tampón (500 µl) empleada anteriormente ajustada a 
pH 4,5 en presencia de toxina PMKT activa o inactiva. Se tomaron alícuotas (100 µl) a 
distintos intervalos de tiempo (0, 1, 2, 3 y 5 h) para determinar el porcentaje de regeneración 
de los protoplastos según lo descrito en el apartado 3.14. 
  
3.25  Mutantes deficientes en el anclaje a las moléculas de GPI 
 
 Para demostrar que la actividad de PMKT está mediada por proteínas con anclaje  a 
la membrana plasmática de tipo GPI, mutantes específicos o relacionados con la biosíntesis 
de este sistema de anclaje (LAS21, GWT1, GPI8, GPI10, GPI13, GPI14, GPI16 y GPI19), 
células enteras y protoplastos (Tabla 11), se expusieron a la toxina killer para 
posteriormente llevar a cabo estudios de sensibilidad y unión a la misma (apartados 3.4 y 
3.15, respectivamente). Teniendo en cuenta las características fenotípicas de estos 
mutantes defectivos (Sobering et al., 2004), el medio empleado fue YMAMB modificado 
(apartado 3.3.2.2) para hacer permisivas sus condiciones de crecimiento (presencia de un 
estabilizador osmótico e incubación a 20 ºC) (Leidich et al., 1995; Benghezal et al., 1996; 
Leidich & Orlean, 1996; Benachour et al., 1999; Taron et al., 2000; Fraering et al., 2001; Yan 














































4.1. Cinética de muerte de la levadura sensible por acción de la toxina PMKT 
 
 Con las condiciones descritas en el apartado 3.6 del capítulo de material y métodos 
se calculó la tasa de muerte (k) para la cepa sensible Saccharomyces cerevisiae BY4743 
por acción de PMKT, que resultó ser de 0,22 h-1. El tratamiento con la toxina produjo una 
reducción en el número de células viables de una unidad logarítmica tras 8 horas de ensayo. 
Durante la primera hora de exposición a PMKT no se observó disminución en el número de 
células viables, existiendo por tanto una fase de latencia previa a la aparición de muerte 
celular. La tasa de crecimiento (µ) de la población celular control (con toxina inactivada por 
calor) fue de 0,12 h-1 (Figura 10). 
 
 
Figura 10. Cinética de muerte de la levadura sensible S. cerevisiae BY4743 en presencia de la 
toxina killer PMKT. Para cada valor de tiempo se muestra el promedio del número de células viables 
(población control -●- y población tratada con toxina killer activa -●-) obtenido en tres experimentos 
independientes y su error estándar asociado. El eje de ordenadas está a escala logarítmica. 
 
4.2 Análisis de los perfiles de expresión génica en la cepa S. cerevisiae BY4743 
tras su exposición a PMKT basados en microarrays de ADN y Q-RT-PCR 
 
 Teniendo en cuenta los resultados del apartado anterior, se obtuvieron los ADNc 
necesarios para la realización de los microarrays y las Q-RT-PCRs a partir de los ARNs 
extraídos de células no tratadas con PMKT (población control a tiempo 0) y de células 




Se estudiaron los perfiles de expresión génica de respuesta a la toxina utilizando 
microarrays de ADN para el 100% de los genes conocidos en S. cerevisiae. Aunque una 
gran parte de las limitaciones inherentes a esta técnica en la cuantificación de los niveles de 
expresión pudo ser corregida mediante la normalización de los datos, se hizo necesario 
verificar los resultados más significativos mediante el empleo de Q-RT-PCR. En ambos 
casos, los niveles de expresión de los ARNm observados tras el tratamiento fueron 
similares. Los resultados obtenidos mostraron que el nivel de ARNm de un total de 98 genes 
se incrementó al menos tres veces (regulación positiva: inducción) tras la adición de PMKT 
(Tabla 8). Asimismo, la expresión de otros 47 genes se redujo (regulación negativa: 
represión) un mínimo de dos veces tras 45 minutos de exposición a la toxina (Tabla 9). Esta 
distribución específica de genes proporcionó una amplia información acerca del mecanismo 
de acción de la toxina killer así como de la respuesta que se activa en la célula sensible a 
nivel molecular. 
 
Según los resultados mostrados en la tabla 8, el grupo funcional de genes inducidos 
con mayor representación (31 genes) fue el grupo relacionado con la transducción de 
señales, la expresión génica, la transcripción y el procesamiento de ARN; indicando una 
importante respuesta celular en presencia de la toxina killer. En este grupo, los genes TSF1, 
NAM8, YAP1, KKQ8, SCH9, STE20, PBS2, MED2, SRB4, HAL9 y GAL11 tenían los niveles 
de expresión más altos. Entre ellos, YAP1, SCH9 y HAL9 están directamente relacionados 
con la respuesta a estrés celular y la tolerancia a la sal. 
 
En respuesta a PMKT, se pudo observar la implicación de 19 genes en procesos 
relacionados con la homeostasis iónica y el transporte facilitado (Tabla 8) (Haro et al., 1991; 
Mendoza et al., 1996; Nelissen et al., 1997). De todos ellos, destacaron ENA1/PMR2, 
NHA1, IST1, TRK2, TOK1, PSR1, PHO84, PHO89, PHO87, ZRT1 y CTR3. 
 
Relacionados con la producción de glicerol (Tabla 8), los genes GPD1 
(deshidrogenasas) y GPP2 (fosfatasas) mostraron los niveles más altos de expresión. Con 
respecto al metabolismo de la trehalosa, las enzimas codificadas por los ORFs GLK1, 
PGM2, TSL1, TPS1 y NTH1 fueron reguladas positivamente en presencia de PMKT. 
 
Los niveles de expresión de las proteínas de choque térmico (HSPs) se 
incrementaron significativamente en respuesta a la toxina killer (HSP12, HSP104, HSP82, 
HSP26, DDR2, SSA2, SSB2 y SSA1). Además, se observó una fuerte inducción en la 
expresión de CTT1 (catalasa T citosólica), indicando que la célula responde a la acción de 
la toxina activando mecanismos de respuesta general a estrés (Tabla 8). La toxina también 




estrés oxidativo y que parece ser responsable del rápido establecimiento de una respuesta 
transcripcional transitoria. 
 
Tabla 8. Genes regulados positivamente (tasas de expresión mayores a +3,0) tras la exposición a PMKT. En la tabla se 
muestra el porcentaje de inhibición de los mutantes defectivos para dichos genes. 







Inhibición en  
mutantes (%) 
Transducción de señales, expresión génica, transcripción y procesamiento de ARN (31 genes) 
TFS1 YLR178C Inhibidor de la carboxipeptidasa Y 15,3 12,5 108 
GSP2 YOR185C Proteína de unión a GTP implicada en el mantenimiento de 
la organización nuclear, transporte y procesamiento del 
ARN 
5,1 4,3 104 
NAM8 YHR086W Proteína implicada en la recombinación meiótica 10,2 10,1 106 
GIP2 YER054C Subunidad reguladora de la fosfatasa Glc7p tipo I, 
implicada en el metabolismo de glucógeno 
4,3 3,8 105 
SDS22 YKL193C Subunidad reguladora para la función mitótica de la 
fosfatasa Glc7p tipo I 
5,5 4,8 106 
YAP1a YML007W Factor de transcripción implicado en halotolerancia y 
respuesta a estrés oxidativo. Se activa por H2O2 y media 
resistencia a cadmio 
12,7 11,6 121 
CUP2 YGL166W Factor de transcripción dependiente de cobre 6,6 7,2 103 
XBP1a YIL101C Represor transcripcional inducido por estrés o inanición 
durante la mitosis 
3,8 3,6 CST 
REG1 YDR028C Subunidad reguladora para la fosfatasa Glc7p tipo I 4,1 4,1 102 
PAP1 YKR002W Polimerasa Poli(A) requerida para la formación del extremo 
3’ del ARNm 
4,0 3,9 108 
KSP1 YHR082C Serina/treonina quinasa 5,2 4,3 114 
KKQ8 YKL168C Serina/treonina quinasa de función desconocida 14,1 11,7 109 
AKL1 YBR059C Proteína de la familia de las quinasas Ark; Serina/treonina 
quinasa implicada en endocitosis y la organización del 
citoesqueleto 
3,5 3,3 110 
SCH9a YHR205W Serina/treonina quinasa homóloga de la Akt/PKB de 
mamíferos. Implicada en la activación transcripcional de 
genes que intervienen en la respuesta a osmoestrés 
10,6 12,5 138 
STE20 YHL007C Quinasa perteneciente a la familia PAK que interviene en la 
señalización de la ruta de las feromonas 
15,9 13,8 114 
PSK1a YAL017W PAS quinasa implicada en el control del metabolismo de 
azúcar y la traducción 
8,5 10,1 123 
PBS2 YJL128C MAP quinasa-quinasa que interviene en la transducción de 
señales de la ruta HOG 
19,9 18,5 125 
MED2 YDL005C Mediador en la regulación transcripcional 15,3 14,5 103 
ITC1 YGL133W Subunidad del complejo Isw2p-Itc1p implicado en la 
reorganización de la cromatina 
6,6 8,4 107 
SW16 YLR182W Cofactor de transcripción que interviene en la regulación 
del ciclo celular 
3,3 2,3 103 
TIS11 YLR136C Proteína de unión a ARNm que interviene en la 
homeostasis de iones hierro 
7,1 5,3 CST 
UGA3 YDL170W Activador transcripcional para los genes catabólicos de 
GABA 
3,2 4,3 104 
SRB2 YHR041C Subunidad del complejo ARN polimerasa II 5,3 5,3 CST 
SRB4 YER022W Subunidad del complejo ARN polimerasa II 14,2 17,7 101 
GAL11 YOL051W Subunidad del complejo ARN polimerasa II 12,7 11,5 104 
HAL9a YOL089C Activador transcripcional de ENA1 9,2 9,8 124 
PRP18 YGR006W Ribonucleoproteína snRNP U5 que interviene en el 
procesamiento alternativo (splicing) del ARN 
8,2 7,7 110 
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Inhibición en  
mutantes (%) 
CDC40 YDR364C Factor requerido para el splicing del ARNm 3,1 3,7 109 
CBC2 YPL178W Subunidad pequeña del complejo proteico CBC de unión a 
ARN 
5,5 6,6 103 
HEX3 YDL013W Subunidad del sustrato Slx5-Slx8 específico para el 
complejo ubiquitina ligasa 
4,1 5,5 111 
Glicerol, trehalosa y glucógeno (9 genes) 
TPS1 YBR126C Trehalosa-6-fosfato sintasa (subunidad de 56 kDa); 
producción de trehalosa 
11,4 10,8 104 
TSL1 YML100W Trehalosa-fosfato sintasa (subunidad de 123 kDa); 
producción de trehalosa 
4,8 3,9 106 
NTH1 YDR001C Trehalasa neutra; degradación de trehalosa 3,0 2,9 106 
GPP1 YIL053W Glicerol-3- fosfatasa (isoforma 1); producción de glicerol 5,5 5,2 121 
GPP2 YER062C Glicerol-3- fosfatasa (isoforma 2); producción de glicerol 33,1 40,2 166 
GPD1 YDL022W Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa(NAD); producción de 
glicerol 
41,1 39,7 154 
DAK1a YML070W Dihidroxiacetona quinasa, inducida a altas concentraciones 
de sal 
8,2 7,7 121 
GLC3 YEL011W Enzima implicada en la síntesis de glucógeno 3,1 5,0 102 
FPS1 YLL043W Canal de membrana plasmática (familia MIP) para la salida 
de glicerol. También implicado en la entrada de arsenito y 
antimonito 
16,3 15,8 109 
Metabolismo de carbohidratos (12 genes) 
PGM2 YMR105C Fosfoglucomutasa, isoforma principal 3,9 5,3 101 
INO1 YJL153C Inositol-1-fosfato sintasa 5,3 4,6 103 
GLK1 YCL040W Glucoquinasa específica de aldohexosa/glicolisis 7,7 4,9 109 
TKL2 YBR117C Transquetolasa, isoforma 2 5,2 4,7 113 
BDH2a YAL061W Gran similitud con la proteína Bdh1p 4,3 4,3 106 
HXT1 YHR094C Proteína de la familia HXT. Transportador de glucosa de 
baja afinidad 
3,5 4,3 CST 
HXT11 YOL156W Proteína de la familia HXT con actividad intrínseca de 
transporte de hexosa. Se desconoce su función fisiológica 
6,9 5,9 102 
HXT5 YHR096C Proteína de la familia HXT. Transportador de glucosa de 
afinidad moderada 
10,1 8,9 133 
HXT14 YNL318C Proteína similar a algunos de los miembros de 
transportadores de hexosas. Inducido en medios con baja 
disponibilidad de glucosa 
5,8 6,0 112 
STL1 YDR536W Proteína transportadora de glicerol acoplada a H+ 
localizada en la membrana plasmática 
22,2 19,1 132 
GLO1a YML004C Glioxalasa I 9,3 10,0 108 
PSK1a YAL017W PAS quinasa implicada en el control del metabolismo de 
azúcar y la traducción 
8,5 10,1 123 
Funciones mitocondriales, energía y metabolismo redox (11 genes) 
BDH2a YAL061W Gran similitud con la proteína Bdh1p 4,3 4,3 106 
DLD3 YEL071W D-lactato deshidrogenasa 3,0 3,7 105 
ALD5 YER073W Aldehído deshidrogenasa (NAD), mitocondrial 6,3 7,4 105 
ALD4 YOR374W Aldehído deshidrogenasa (NAD y NADP), mitocondrial 17,9 16,5 116 
ALD2 YMR170C Aldehído deshidrogenasa (NAD y NADP), citosólica 19,3 20,0 111 
ALD3 YMR169C Aldehído deshidrogenasa (NAD y NADP), citosólica 18,4 17,8 112 
STF2 YGR008C Factor estabilizador de la F1F0-ATP sintasa 4,6 4,4 112 
MBR1a YKL093W Proteína implicada en funciones mitocondriales y en la 
respuesta a estrés 




Tabla 8. Continuación. 







Inhibición en  
mutantes (%) 
CYB2 YML054C Citocromo-b2 lactato deshidrogenasa  11,3 11,9 105 
CYC7 YEL039C Citocromo c, isoforma 2 3,1 4,3 104 
GRE3 YHR104W Aldosa reductasa (NADP) 6,6 4,7 101 
Metabolismo de aminoácidos (3 genes) 
GCN4 YEL009C Activador transcripcional de genes implicados en la 
biosíntesis de aminoácidos 
3,4 3,4 104 
AVT6 YER119C Transportador implicado en la salida de aminoácidos del 
interior de la vacuola 
5,1 5,6 CST 
ARO9 YHR137W Aminotransferasa (tipo II) de aminoácidos aromáticos 5,5 7,3 CST 
Metabolismo de fosfato (8 genes) 
PHO11 YAR071W Una de las tres fosfatasas ácidas represibles 8,2 6,9 110 
PHO5 YBR093C Una de las tres fosfatasas ácidas represibles 7,3 9,5 103 
PHO86a YJL117W Proteína requerida para la salida del transportador de 
fosfato inorgánico Pho84p del RE y su correcto 
empaquetamiento en vesículas 
3,9 4,0 103 
PHO84a YML123C Permeasa de fosfato inorgánico y manganeso 4,2 4,3 112 
PSR1a YLL010C Fosfatasa de membrana plasmática implicada en la 
respuesta a estrés general 
7,9 8,8 127 
SDP1a YIL113W Fosfatasa de especificidad dual inducible por estrés 4,9 5,8 117 
PHO89a YBR296C Proteína transportadora de fosfato acoplada a Na+; alta 
afinidad 
19,9 20,0 115 
PHO87a YCR037C Transportador fosfato de baja afinidad 4,6 3,9 119 
Homeostasis iónica y transporte facilitado (19 genes) 
IST1 YNL265C Proteína implicada en la formación de vesículas junto a 
Did2p 
5,6 4,9 154 
NHA1 YLR138W Intercambiador Na+/H+ implicado en la salida de Na+ y K+ a 
través de la membrana plasmática 
9,8 8,8 134 
TOK1 YJL093C Transportador de K+ de membrana plasmática voltaje 
dependiente 
3,3 4,9 108 
HAL9a YOL089C Activador transcripcional de ENA1 9,2 9,8 124 
ENA1 YDR040C ATPasa tipo P implicada en la salida de sodio y litio, 
requerida para la tolerancia de sodio 
27,2 30,4 159 
TRK2 YKR050W Componente del sistema de transporte de potasio Trk1p-
Trk2p 
25,1 22,8 123 
PSR1a YLL010C Fosfatasa de membrana plasmática implicada en la 
respuesta a estrés general 
7,9 8,8 127 
PHO86a YJL117W Proteína requerida para la salida del transportador de 
fosfato inorgánico Pho84p del RE y su correcto 
empaquetamiento en vesículas 
3,9 4,0 103 
PHO84a YML123C Permeasa de fosfato inorgánico y manganeso 4,2 4,3 112 
PHO89a YBR296C Proteína transportadora de fosfato acoplada a Na+; alta 
afinidad 
19,9 20,0 115 
PHO87a YCR037C Transportador fosfato de baja afinidad 4,6 3,9 119 
GRE1a YPL223C Hidropilina de función desconocida inducida por estrés y 
regulada por la ruta HOG 
6,1 5,7 113 
PTK2 YJR059W Serina/treonina quinasa que interviene en la regulación del 
transporte iónico a través de la membrana plasmática 
8,1 6,4 104 
GIT1 YCR098C Transportador de glicerofosfoinositol, también disponible 
para mediar transporte de fosfato de baja afinidad 
4,6 4,7 105 
ZRT1 YGL255W Proteína transportadora de zinc de alta afinidad 8,9 6,9 109 
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Inhibición en  
mutantes (%) 
SIT1 YEL065W Transportador del sideróforo bacteriano ferrioxamina B. 
Probablemente sea una proteína de resistencia a múltiples 
drogas 
6,6 6,3 97 
PDR12 YPL058C Transportador ABC de membrana plasmática que actúa 
como una bomba débil de expulsión de ácidos orgánicos 
20,9 20,8 133 
PDR5 YOR153W Proteína de resistencia a drogas pleiotrópicas 4,5 3,7 102 
CTR3 YLR411W Proteína transportadora de cobre 4,1 3,9 106 
Estrés celular y rescate (17 genes) 
HSP12 YFL014W Proteína de choque térmico (HSP; Heat Shock Protein) 
localizada en la membrana plasmática que protege frente a 
desecación 
57,8 56,1 141 
HSP104 YLL026W Proteína de choque térmico que coopera con HSP40 y 
HSP70 en el plegamiento correcto y la reactivación de 
proteínas previamente desnaturalizadas 
8,8 5,9 111 
HSP82 YPL240C Proteína de choque térmico homóloga de la chaperona 
molecular HSP90. Es requerida para la activación de 
muchas proteínas implicadas en procesos de señalización 
celular 
4,4 6,0 114 
HSP26 YBR072W HSP pequeña (sHSP) que suprime la formación de 
agregados de proteínas que poseen un plegamiento 
incorrecto 
13,5 12,4 119 
DDR2 YOL052C-A Proteína de respuesta a alteraciones del ADN (DNA 
Damage Responsive) implicada en la respuesta a distintos 
tipos de estrés 
16,6 13,4 122 
SSA2 YLL024C Proteína de choque térmico de la familia de las HSP70 4,6 5,6 105 
SSB2 YNL209W Proteína de choque térmico de la familia de las HSP70 5,1 4,6 101 
SSA1 YAL005C Proteína de choque térmico de la familia de las HSP70 3,7 4,5 CST 
FAP7a YDL166C NTPasa requerida para la síntesis de la subunidad 40S del 
ribosoma 
5,2 6,3 114 
WSC4 YHL028W Relacionado con la integridad de pared del retículo 
endoplasmático e implicada en la respuesta a estrés  
4,9 3,5 102 
SCH9a YHR205W Serina/treonina quinasa homóloga de la Akt/PKB de 
mamíferos. Implicada en la activación transcripcional de 
genes que intervienen en la respuesta a osmoestrés 
10,6 12,5 138 
CTT1a YGR088W Catalasa T citosólica. Protección frente a estrés oxidativo 
por H2O2 
37,7 44,2 125 
XBP1a YIL101C Represor transcripcional inducido por estrés o inanición 
durante la mitosis 
3,8 3,6 CST 
STI1 YOR027W Cochaperona de la Hsp90 que interacciona con el grupo 
de proteínas Ssa 
5,6 5,7 111 
MBR1a YKL093W Proteína implicada en funciones mitocondriales y en la 
respuesta a estrés 
5,4 6,2 122 
PSR1a YLL010C Fosfatasa de membrana plasmática implicada en la 
respuesta a estrés general 
7,9 8,8 127 
SDP1a YIL113W Fosfatasa de especificidad dual inducida por estrés 4,9 5,8 117 
Protección frente a daño oxidativo y químico (8 genes) 
GLO1a YML004C Glioxalasa I 9,3 10,0 108 
CTT1a YGR088W Catalasa T citosólica. Protección frente a estrés oxidativo 
por H2O2 
37,7 44,2 125 
DAK1a YML070W Dihidroxiacetona quinasa, inducida a altas concentraciones 
de sal 
8,2 7,7 121 
GRE2 YOL151W 3-metilbutanal reductasa y metilglioxal reductasa 
dependiente de NADPH 
5,5 5,4 109 
MPH1 YIR002C Protección del genoma frente a daño espontáneo inducido 
químicamente. Miembro de la familia de helicasas de ARN 
6,3 6,9 CST 
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Inhibición en  
mutantes (%) 
YAP1ª YML007W Factor de transcripción implicado en halotolerancia y 
respuesta a estrés oxidativo. Se activa por H2O2 y media 
resistencia a cadmio 
12,7 11,6 121 
FAP7a YDL166C NTPasa requerida para la síntesis de la subunidad 40S del 
ribosoma 
5,2 6,3 114 
CSF1 YLR087C Requerido para el establecimiento de fermentación a bajas 
temperaturas 
6,6 5,7 127 
Superficie celular (3 genes) 
SPS100 YHR139C Proteína requerida en la maduración de la pared de la 
espora 
18,4 18,2 CST 
ECM33 YBR078W Proteína con anclaje tipo GPI de función desconocida 3,3 3,0 119 
ALG14 YBR070C Componente de la UDP-GlcNAc transferasa requerida en 
la síntesis de oligosacáridos unidos a dolicol 
8,8 7,8 121 
Genes no caracterizados y proteínas de función desconocida (9 genes) 
HBT1 YDL223C Sustrato de la proteína Hub1p 7,7 7,6 CST 
MSC1 YML128C Proteína de función desconocida implicada en 
recombinación meiótica 
9,3 9,4 107 
PNC1 YGL037C Nicotinaminidasa 6,8 6,9 102 
SFH1 YKL091C Alta similitud a Sec14p 3,2 3,6 CST 
GRE1a YPL223C Hidropilina de función desconocida inducida por estrés y 
regulada por la ruta HOG 
6,1 5,7 113 
 YFL015C Proteína de función desconocida 12,1 10,2 109 
 YFR020W Proteína hipotética. Posible proteína de membrana 5,5 3,7 95 
IKI1 YHR187W Confiere sensibilidad a la toxina killer de K. lactis (Zimocina) 
3,5 6,0 121 
 YFR026C Proteína hipotética 4,2 3,3 105 
Genes agrupados en categorías funcionales. ABC, ATP-binding cassette; CBC, cap-binding complex; GABA, ácido γ-
aminobutírico; MAP, proteína activada por mitógenos; MIP, proteína principal intrínseca; PAK, quinasa activada por p21; 
PAS, Per-ARNT-Sim; RE, retículo endoplasmático; SRB, supresor de la ARN polimerasa. ORFsa, Marcos de lectura abierta 














Tabla 9. Genes regulados negativamente (tasas de expresión inferiores a -2,0) tras la exposición a PMKT. Porcentaje de 
inhibición de los mutantes defectivos para dichos genes. 







Inhibición en  
mutantes (%) 
Transducción de señales, expresión génica, transcripción y procesamiento de ARN (11 genes) 
RGT1 a YKL038W Factor de transcripción que regula la expresión de algunos 
transportadores tipo HXT en respuesta a glucosa.  
19,8 19,1 CST 
RDI1 YDL135C Inhibidor de la disociación de Rho GDP, implicado en la 
localización y regulación de Cdc42p  
3,1 3,0 CST 
YVH1 YIR026C Proteína tirosín fosfatasa 4,2 3,8 CST 
MET18 YIL128W Implicada en NER y en la transcripción de la ARN 
polimerasa II 
4,3 3,9 102 
HAP4 YKL109W Subunidad del factor de unión a CCAAT 3,2 3,5 105 
MTF1 YMR228W Factor específico de la ARN polimerasa, mitocondrial 3,5 3,7 98 
PAB1 YER165W Proteína de unión a la cola Poli (A) del ARNm, implicada 
en el control de su longitud 
4,3 3,9 CST 
NOP1 YDL014W Proteína nucleolar similar a la fibrilarina de mamíferos 2,9 3,3 CST 
UTP4 YDR324C Proteína nuclear, componente de la subunidad pequeña 
del procesoma que contiene el U3 snoARN
2,0 2,4 CST 
RPF2 YKR081C Proteína esencial implicada en el procesamiento del pre-
ARNr y el ensamblaje de la subunidad 60S del ribosoma 
3,8 3,3 105 
EFB1 YAL003W Factor de elongación eEF1β 3,0 3,5 95 
Metabolismo de carbohidratos (6 genes) 
RGT1 a YKL038W Factor de transcripción que regula la expresión de algunos 
transportadores tipo HXT en respuesta a glucosa. 
19,8 19,1 CST 
ATF2 YGR177C Alcohol acetiltransferasa 3,9 3,2 90 
GPH1a YPR160W Glucógeno fosforilasa no esencial 3,5 3,7 87 
TAL1 YLR354C Transaldolasa, isoforma 1 3,3 3,5 92 
GND1 YHR183W 6-Fosfogluconato deshidrogenasa 2,9 3,1 96 
ACO1 YLR304C Aconitato hidratasa (aconitasa) 3,2 3,2 103 
Funciones mitocondriales, energía y metabolismo redox (5 genes) 
GPH1a YPR160W Glucógeno fosforilasa no esencial 3,5 3,7 87 
QCR9 YGR183C Subunidad 9 del complejo Ubiquinol citocromo c reductasa 2,6 3,1 CST 
CYC1 YJR048W Citocromo c, isoforma 1 3,2 3,4 93 
YTA12 YMR089C Componente, junto con Afg3p, de la ATPasa de membrana 
mitocondrial m-AAA 
3,0 3,0 95 
MBA1 YBR185C Proteína de ensamblaje de la cadena respiratoria 4,2 3,8 87 
Metabolismo de aminoácidos y nucleótidos (4 genes) 
CHA1 YCL064C L-Serina/L--treonina deaminasa 9,2 10,2 CST 
FUR1 YHR128W Uracil fosforibosiltransferasa 3,5 4,1 104 
MET6 YER091C Metionina sintasa independiente de cobalamina 3,6 4,0 CST 
SAM1 YLR180W S-adenosil metionina sintasa 5,6 5,8 97 
Metabolismo de lípidos (4 genes) 
ERG3 YLR056W C-5 esterol desaturasa 3,4 2,9 CST 
ERG25 YGR060W C-4 esterol metil oxidasa 3,1 3,5 CST 
OLE1 YGL055W Desaturasa de ácidos grasos 6,2 5,9 86 
FAA4 YMR246W CoA-sintasa de ácidos grasos de cadena larga 3,6 3,4 89 
Homeostasis iónica y transporte facilitado (7 genes) 
FRE1 YLR214W Reductasa de hierro y cobre 3,1 3,3 96 
BTN2 YGR142W Proteína v-SNARE que facilita la recuperación proteica 
desde el endosoma hasta el aparato de Golgi 
4,5 4,6 CST 
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Inhibición en  
mutantes (%) 
PMP2 YEL017C-A Proteolípido que regula la actividad de la protón-ATPasa 
Pma1p 
2,9 3,0 87 
PHO88 YBR106W Proteína transmembrana implicada en el transporte de 
fosfato 
3,1 3,2 96 
CTR1 YPR124W Proteína de membrana de alta afinidad para el transporte 
de Cu2+ 
3,3 4,0 104 
PMA1 YGL008C ATPasa de protones de membrana plasmática 2,5 2,6 87 
TPO2 YGR138C Transportador de poliaminas específico de espermina 3,8 3,4 92 
Estrés celular y rescate (5 genes) 
HSP30 YCR021C Proteína de choque térmico 2,4 2,1 98 
ECM10 YEL030W Proteína de choque térmico de la familia de las HSP70 2,4 2,9 86 
MRH1 YDR033W Proteína de membrana relacionada con Hsp30p e Yro2p 2,2 1,9 102 
YEN1a YER041W Proteína de función desconocida similar a Rth1p 2,0 2,4 CST 
SOD2 YHR008C Superóxido dismutasa, mitocondrial 1,9 2,1 96 
Genes no caracterizados y proteínas de función desconocida (8 genes) 
NOP13 YNL175C Proteína de función desconocida similar a Nop12p 
(procesamiento del pre-ARNr 18 S) 
2,5 3,1 CST 
YHB1 YGR234W Flavohemoglobina implicada en la detoxificación de ácido 
nítrico 
3,8 3,1 CST 
IMD4 YML056C Inosina monofosfato deshidrogenasa 2,8 2,5 94 
YEN1a YER041W Proteína de función desconocida similar a Rth1p 2,0 2,0 CST 
ZEO1 YOL109W Proteína de membrana plasmática que interacciona con 
Mid2p 
3,7 3,4 CST 
 YLL044W Función desconocida 2,6 2,2 CST 
 YEL059W Proteína hipotética 2,8 2,5 CST 
 YBL077W ORF cuestionable 2,0 2,5 93 
Genes agrupados en categorías funcionales. NER, reparación por escisión de nucleótido; SNARE, soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment protein receptor ; snoARN, ARN nucleolar pequeño; v-SNARE, SNARE vesicular. ORFsa, Marcos 
de lectura abierta incluidos en diferentes categorías. CST, cepa sensible tipo. 
 
4.3 Northern Blot para el análisis de genes cuya expresión se ve condicionada 
por la presencia de PMKT 
 
 El análisis basado en Northern Blotting para los siete genes cuya expresión dependía 
de Hog1p (HSP12, CTT1, TRK2, GPP2, ENA1, PDR12 y GPD1) reveló que los cambios en 
los niveles de ARNm como respuesta a la acción de la toxina killer PMKT tienen lugar antes 
de que el proceso de muerte celular ocurra (Figura 11), aproximadamente 30-45 minutos 
antes de que pueda ser observado cuantitativamente por plaqueo (apartado 4.1). 
 
 Los niveles relativos de ARNm detectados mediante auto-radiografía no se redujeron 
a lo largo del tiempo para restablecer la expresión inicial, estando este proceso 
posiblemente relacionado con la muerte celular (células incapaces de regular sus niveles de 




El mutante hog1Δ tuvo una respuesta similar al tratamiento con la toxina killer a la de la cepa 
sensible tipo S. cerevisiae BY4743, pero el nivel de ARNm de muchos de los genes 
inducidos fue varias veces inferior: ENA1 (18 veces menor); GPP2 (9 veces); TRK2, GPD1 y 




Figura 11. Northern Blot para el análisis de la expresión de los siete genes dependientes de Hog1p (HSP12, CTT1, 
TRK2, GPP2, ENA1, PDR12 y GPD1) tras la exposición de la cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743 y el mutante 
Hog1Δ a la toxina PMKT. (A) Northern Blotting; (B) Cuantificación. HSP12 (●), CTT1 (●), TRK2 (●), GPP2 (●), ENA1 (●), 






4.4 Determinación de glicerol 
 
El análisis de los resultados obtenidos mostró que el tratamiento con PMKT indujo en 
la levadura sensible la síntesis de glicerol, pudiéndose observar este proceso desde los 
primeros 30 minutos tras la adición de la toxina. En los mutantes hog1∆, hipersensibles a la 
acción de PMKT, se pudo comprobar el mismo resultado, siendo la acumulación intracelular 
de glicerol menor que en el caso anterior (Figura 12, A). 
 
El nivel extracelular de glicerol se incrementó de forma constante durante las cuatro 
horas de tratamiento con la toxina killer, tanto en el caso de la cepa parental tipo como en el 




Figura 12. Cinéticas de producción intracelular de glicerol total (A) y de acumulación de glicerol extracelular (B) en la 
cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743 (●) y el mutante hog1Δ (●) tras el tratamiento con la toxina PMKT. Los 
resultados se expresan como el porcentaje de glicerol con respecto a la cantidad presente justo antes poner en contacto la 
toxina con la cepa sensible tipo. 
 
4.5 Detección por Western Blot de Hog1p y fosforilación de Hog1p 
 
 La fosforilación de la proteína Hog1p, que constituye la primera etapa de activación 
de la ruta metabólica HOG, se detectó rápidamente tras la exposición de la levadura 
sensible S. cerevisiae BY4743 a PMKT. La inmunodetección reveló que este proceso de 
fosforilación tuvo lugar en los 10 primeros minutos de exposición a la toxina killer, no 
detectándose la señal del anticuerpo anti-MAPK p38-dualmente fosforilado a tiempos 0 y 5 
minutos. Durante el resto del experimento la señal permaneció constante, indicando la 
activación permanente de la ruta de señalización HOG como parte del mecanismo de 






Figura 13. Análisis de la expresión y estado de fosforilación de Hog1p en S. cerevisiae 
BY4743 por Western Blot. La fosforilación de Hog1p se detectó empleando un anticuerpo anti-
MAPK p38-dualmente fosforilado (Thr174 y Tyr176). En el caso de Hog1p, se empleó un 
anticuerpo frente al extremo C-terminal de Hog1p. La presencia de la proteína se confirmó desde el 
inicio hasta el final del experimento, observándose su activación por fosforilación a partir de los 10 
primeros minutos tras la exposición a la toxina killer PMKT. 
 
4.6 Estudios de sensibilidad a la toxina PMKT mediante el empleo de mutantes 
de deleción. Análisis de la respuesta transcripcional global 
 
 Como puede observarse en la tabla 8, de forma general pudo establecerse una 
relación directa entre el nivel de inducción de los genes regulados positivamente y la 
presencia de fenotipos hipersensibles en los mutantes estudiados. Sin embargo, el caso 
particular del mutante defectivo hog1∆ resultó ser una excepción muy significativa a este 
respecto, encontrando un alto porcentaje de hipersensibilidad a la toxina (180%) y una tasa 
de sobreexpresión muy reducida (0,4-0,8). Los mutantes defectivos para genes implicados 
en la respuesta a estrés osmótico (YAP1, HAL9, PBS2, GPP1, GPP2, GPD1, PSR1, IST1, 
NHA1, ENA1, TRK2, HSP12, CTT1, CSF1) fueron altamente hipersensibles a la acción de la 
toxina PMKT. De ellos, el grupo de mutantes para genes relacionados con la síntesis de 
glicerol (GPP2, GPD1) fueron los que mostraron los mayores porcentajes de 
hipersensibilidad. 
 
 De forma opuesta a lo sucedido en el caso anterior, no pudo establecerse una 
relación clara entre el grado de sensibilidad a la toxina killer y el nivel de expresión de los 
genes reprimidos (Tabla 9). En términos generales, podría hablarse de una tendencia para 
obtener mutantes resistentes a la intoxicación (47%) y de mutantes con la misma 
sensibilidad mostrada por la cepa sensible tipo (36%). 
 
4.7 Determinación del receptor de PMKT. Estudios de sensibilidad a la toxina 
killer mediante el empleo de mutantes de deleción 
 
 El primer paso en la caracterización del receptor de PMKT fue determinar su 




sensibles. Para ello, una colección de 288 mutantes (viables) de genes que codificaban 
proteínas localizadas o relacionadas con la periferia celular según SGD se seleccionó y se 
utilizó para llevar a cabo estudios de sensibilidad a la acción de la toxina killer (Tabla 10). Se 
observaron 104 mutantes con una tasa de sensibilidad a PMKT alterada, de los cuales 29 se 
mostraron más resistentes a la intoxicación que la célula sensible tipo. Entre ellos, 
solamente el mutante cwp2∆ resultó ser completamente resistente, mientras que otros 
genes (CWP1, LAS21, DFG5, KNH1, CCW14, KRE1, GAS1, EXG2, GAS4, SPS22), muchos 
de ellos implicados en procesos estructurales o de síntesis de la pared celular, al ser 
eliminados mostraron un alto grado de resistencia (< 85%). 
 
4.8 Regeneración de los protoplastos tras el tratamiento con la toxina PMKT 
 
 La actividad de la toxina killer frente a los protoplastos obtenidos a partir de mutantes 
de deleción se determinó por la tasa de regeneración de estos en un medio específico tras 
ser expuestos a PMKT. Como puede observarse en la tabla 10, un total de 88 mutantes 
presentaron una tasa de regeneración alterada, siendo la de 15 de ellos (resaltados en color 
azul) mayor en comparación con la mostrada por los protoplastos de la cepa sensible tipo. 
Del mismo modo que sucedió en el caso anterior (apartado 4.7), el cambio fenotípico más 
significativo pudo observarse en el mutante cwp2∆, que presentaba el mayor grado de 
resistencia a la toxina con un porcentaje de regeneración de un 242%. Por el contrario, el 
mutante con mayor sensibilidad fue pma2∆, con una tasa de regeneración del 11% (Tabla 
10). 
 
4.9 Ensayos de unión de la toxina a protoplastos y a células completas 
 
 Se incubaron células completas o protoplastos de los 288 mutantes de deleción en 
presencia de PMKT y posteriormente centrifugados para determinar la cantidad de toxina 
presente en el sobrenadante. Por un lado, pudo comprobarse que la capacidad de unión de 
PMKT a células completas de 30 mutantes de deleción se vio alterada, observando en la 
mayoría de los casos una disminución de ésta con respecto a la de la cepa sensible tipo 
(Tabla 10). Por otro lado, los protoplastos de 13 mutantes de deleción mostraron una 
capacidad de unión diferente con respecto a los protoplastos de la cepa parental tipo S. 
cerevisiae BY4744. Entre ellos, sólo en los protoplastos de los mutantes las21∆, dfg5∆ y 







Tabla 10. Análisis de la actividad killer de la toxina PMKT frente a mutantes, células completas y protoplastos, de genes no 
esenciales que codifican proteínas localizadas o relacionadas con la periferia celular según SGD. En la tabla se incluye la capacidad 
de unión a células completas y protoplastos. 








Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YAL026C DRS2 Enzima translocadora de aminofosfolípidos que 
interviene en la formación de vesículas secretoras 
CST CST CST CST 
YAL056W GPB2 Regulador de la ruta de señalización AMPc-PAK. 
Homólogo de la proteína Gpb1p 
CST CST CST CST 
YAR031W PRM9 Proteína regulada por feromonas CST CST CST CST 
YBL037W APL3 α-Adaptina. Implicada en el transporte de vesículas 105 90 CST CST 
YBL042C FUI1 Uridina permeasa de alta afinidad CST CST CST CST 
YBL106C SRO77 Proteína implicada en exocitosis y en homoestasis de 
cationes 
121 79 CST CST 
YBR008C FLR1 Proteína de membrana transportadora de múltiples 
drogas 
108 96 CST CST 
YBR016W  Proteína de membrana plasmática de función 
desconocida 
120 68 CST CST 
YBR021W FUR4 Uracil-permeasa 103 CST CST CST 
YBR041W FAT1 Transportador de ácidos grasos y acil-CoA sintasa de 
ácidos grasos de cadena larga 
CST CST CST CST 
YBR043C QDR3 Proteína de membrana transportadora de múltiples 
drogas 
116 95 CST CST 
YBR068C BAP2 Leucina permeasa de alta afinidad 103 95 CST CST 
YBR069C TAT1 Proteína transportadora de aminoácidos CST CST CST CST 
YBR078W ECM33 Proteína con anclaje tipo GPI de función desconocida 119 CST CST CST 
YBR086C IST2 Proteína de membrana plasmática posiblemente 
implicada en procesos de osmotolerancia 
111 90 CST CST 
YBR108W AIM3 Proteína que interactúa con Rsv167p CST 102 CST CST 
YBR132C AGP2 Poliamina permeasa de alta afinidad 98 CST CST CST 
YBR294W SUL1 Sulfato permeasa de alta afinidad 104 83 CST 105 
YBR296C PHO89 Proteína transportadora de fosfato acoplada a Na+; 
alta afinidad 
115 91 CST CST 
YCL025C AGP1 Permeasa de aminoácidos de baja afinidad CST CST CST CST 
YCL027W FUS1 Proteína de membrana requerida para la fusión 
celular 
CST CST CST CST 
YCL048W SPS22 Proteína de función desconocida 78 CST 91 CST 
YCR009C RVS161 Proteína de membrana de tipo anfifisina 88 76 CST CST 
YCR017C CWH43 Proteína (sensor/transportador) posiblemente 
implicada en la síntesis de la pared celular 
86 CST 86 CST 
YCR021C HSP30 Proteína de respuesta a estrés que regula 
negativamente la protón-ATPasa Pma1p 
97 114 CST CST 
YCR024C-A PMP1 Proteolípido que funciona como subunidad 
reguladora de la protón-ATPasa Pma1p 
108 120 CST CST 
YCR027C RHB1 Posible GTPasa relacionada con Rheb CST CST CST CST 
YCR028C FEN2 Transportador de membrana tipo simporte H(+)-
pantotenato 
114 133 CST CST 
YCR098C GIT1 Permeasa de membrana plasmática 105 88 CST CST 
YDL012C  Proteína de membrana plasmática de función 
desconocida 
CST CST CST CST 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YDL019C OSH2 Miembro de la superfamilia de proteínas de unión a 
oxisterol 
CST CST CST CST 
YDL035C GPR1 Receptor de membrana a una proteína G (GPCR) que 
interacciona con Gpa2p y Plc1p 
CST CST CST CST 
YDL138W RGT2 Receptor de glucosa localizado en la membrana 
plasmática 
107 119 CST CST 
YDL194W SNF3 Sensor de glucosa localizado en la membrana 
plasmática 
105 117 CST CST 
YDR011W SNQ2 Transportador de proteínas de tipo ABC 91 86 CST CST 
YDR033W MRH1 Proteína localizada en la membrana plasmática y en 
la envuelta nuclear 
102 80 CST CST 
YDR046C BAP3 Permeasa de aminoácidos CST CST CST CST 
YDR093W DNF2 Enzima translocadora de aminofosfolípidos localizada 
principalmente en la membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YDR103W STE5 Proteína implicada en la respuesta a feromonas CST CST CST CST 
YDR122W KIN1 Serina/treonina quinasa implicada en endocitosis CST CST CST CST 
YDR276C PMP3 Proteína de membrana relacionada con ciertos 
polipéptidos de plantas 
121 87 CST CST 
YDR345C HXT3 Transportador de glucosa de baja afinidad CST CST CST CST 
YDR384C ATO3 Proteína de membrana posiblemente implicada en el 
exporte de amonio de la célula 
CST CST CST CST 
YDR420W HKR1 Proteína de la superficie celular rica en residuos de 
serina/treonina   
91 CST 98 CST 
YDR497C ITR1 Transportador de mioinositol CST CST CST CST 
YDR508C GNP1 Glutamina permeasa de alta afinidad CST CST CST CST 
YDR536W STL1 Cotransportador glicerol/H+ localizado en la 
membrana plasmática 
132 34 CST CST 
YEL063C CAN1 Arginina permeasa de membrana plasmática CST CST CST CST 
YER020W GPA2 Subunidad α de la proteína G heterotrimérica que 
interacciona con Gpr1p 
CST CST CST CST 
YER056C FCY2 Permeasa de purina/citosina CST CST CST CST 
YER118C SHO1 Osmosensor transmembrana 124 68 CST CST 
YER123W YCK3 Isoforma I de la caseína quinasa localizada en la 
membrana vacuolar 
122 78 CST CST 
YER143W DDI1 Proteína v-SNARE inducida por daño en el ADN CST CST CST CST 
YER145C FTR1 Permeasa de hierro de alta afinidad CST CST CST CST 
YER166W DNF1 Enzima translocadora de aminofosfolípidos localizada 
principalmente en la membrana plasmática 
133 79 CST CST 
YFL011W HXT10 Posible transportador de hexosas CST CST CST CST 
YFL014W HSP12 Proteína de choque térmico (HSP; Heat Shock 
Protein) localizada en la membrana plasmática que 
protege frente a desecación 
141 64 CST CST 
YFL026W STE2 Receptor para el factor α (feromonas) CST CST CST CST 
YFL050C ALR2 Posible transportador de Mg2+ CST CST CST CST 
YFL055W AGP3 Permeasa de aminoácidos de baja afinidad  CST CST CST CST 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YGL077C HNM1 Transportador de cloro/etanolamina CST CST CST CST 
YGL084C GUP1 Proteína de membrana implicada en modificaciones 
del sistema de anclaje GPI 
129 73 CST CST 
YGL115W SNF4 Subunidad γ activadora del complejo quinasa Snf1p CST CST CST CST 
YGL208W SIP2 Una de las tres subunidades β del complejo quinasa 
Snf1p  
CST CST CST CST 
YGL255W ZRT1 Proteína transportadora de zinc de alta afinidad 109 CST CST CST 
YGR014W MSB2 Miembro de la familia de la mucina  CST CST CST CST 
YGR023W MTL1 Proteína que presenta similitud estructural y funcional 
con Mid2p 
CST CST CST CST 
YGR032W GSC2 Subunidad catalítica de la (1→3)-β-D-glucano 
sintasa 
110 104 109 CST 
YGR055W MUP1 Metionina permeasa de alta afinidad CST CST CST CST 
YGR121C MEP1 Permeasa de amonio CST CST CST CST 
YGR138C TPO2 Proteína transportadora específica de espermina 92 CST CST CST 
YGR152C RSR1 Proteína de unión a GTP perteneciente a la 
superfamilia Ras 
CST CST CST CST 
YGR212W SLI1 N-acetil transferasa CST CST CST CST 
YGR217W CCH1 Canal de calcio de alta afinidad voltaje-
dependiente 
104 102 CST CST 
YGR224W AZR1 Transportador de membrana plasmática 128 87 CST CST 
YGR260W TNA1 Permeasa de ácido nicotínico de alta afinidad situada 
en la membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YGR266W  Proteína de función desconocida 108 86 CST CST 
YGR281W YOR1 Transportador de tipo ABC localizado en la membrana 
plasmática 
CST CST CST CST 
YHL016C DUR3 Transportador de urea/poliaminas  localizada en la 
membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YHL044W  Posible proteína integral de membrana CST CST CST CST 
YHL047C ARN2 Miembro de la familia de transportadores de ARN CST CST CST CST 
YHR005C GPA1 Subunidad α de la proteína G heterotrimérica que 
interacciona con receptores de feromonas 
CST CST CST CST 
YHR092C HXT4 Transportador de glucosa de alta afinidad 104 98 CST CST 
YHR094C HXT1 Transportador de glucosa de baja afinidad CST 96 CST CST 
YHR096C HXT5 Proteína de la familia HXT con actividad intrínseca de 
transporte de hexosa. Aporte de azúcar 
131 83 CST CST 
YHR135C YCK1 Isoforma I de la caseína quinasa localizada en la 
membrana plasmática 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YIL047C SYG1 Proteína de membrana de función desconocida CST CST CST CST 
YIL105C SLM1 Proteína de unión a fosfoinositol CST CST CST CST 
YIL120W QDR1 Proteína multitransportadora de drogas 114 89 CST CST 
YIL121W QDR2 Proteína multitransportadora de drogas 108 93 CST CST 
YIL140W AXL2 Proteína integral de membrana requerida para el 
proceso de gemación axial en células haploides 
CST CST CST CST 
YIR019C MUC1 Glicoproteína unida a la superficie celular mediante 
sistema de anclaje GPI que interviene en la formación 
de pseudomicelio 
CST CST CST CST 
YJL062W LAS21 Proteína integral de membrana plasmática 
implicada en la síntesis del sistema de anclaje GPI
21 180 38 3 
YJL093C TOK1 Transportador de K+ de membrana plasmática voltaje 
dependiente 
109 86 CST CST 
YJL100W LSB6 Quinasa que se une a Las17p CST CST CST CST 
YJL129C TRK1 Componente del sistema de transporte de potasio 
Trk1p-Trk2p 
135 65 CST CST 
YJL158C CIS3 Glicoproteína constituyente de la pared celular que 
contiene residuos de manosa 
CST CST CST CST 
YJL170C ASG7 Proteína que regula la señalización procedente de 
una subunidad β de Ste4p 
CST CST CST CST 
YJL212C OPT1 Cotransportador H+/oligopéptido localizado en la 
membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YJL214W HXT8 Proteína de función desconocida con similitud al resto 
de los miembros de la familia HXT 
102 94 CST CST 
YJR005W APL1 β-Adaptina. Subunidad grande del complejo proteico 
AP-2 
CST CST CST CST 
YJR058C APS2 Subunidad pequeña del complejo proteico AP-2 CST CST CST CST 
YJR059W PTK2 Posible serina/treonina quinasa implicada en la 
regulación del transporte de iones a través de la 
membrana plasmática 
108 93 CST CST 
YJR066W TOR1 Proteína quinasa CST CST CST CST 
YJR152W DAL5 Permeasa de alantoína y ureidosuccinato CST CST CST CST 
YKL046C DCW1 Proteína de membrana anclada a GPI con posible 
actividad manosidasa 
115 CST 110 CST 
YKL051W SFK1 Proteína de membrana que regula los niveles de 
fosfolípidos PIP4 
103 95 101 CST 
YKL126W YPK1 Serina/treonina quinasa requerida para los procesos 
de endocitosis mediados por receptores 
108 93 CST CST 
YKL178C STE3 Receptor para el factor a requerido en el proceso de 
mating (células α) 
CST 99 CST CST 
YKL209C STE6 Transportador de membrana tipo ABC requerido para 
exportar el factor a 
102 CST CST CST 
YKL217W JEN1 Transportador de lactato CST CST CST CST 
YKL220C FRE2 Reductasa de hierro y cobre CST CST CST CST 
YKR039W GAP1 Permeasa de aminoácidos localizada en la membrana 
plasmática 
CST CST CST CST 
YKR050W TRK2 Componente del sistema de transporte de potasio 
Trk1p-Trk2p 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YKR093W PTR2 Transportador de péptidos integral de membrana CST CST CST CST 
YLL010C PSR1 Fosfatasa de membrana plasmática implicada en la 
respuesta a estrés general 
127 71 CST CST 
YLL028W TPO1 Transportador de poliaminas CST CST CST CST 
YLL043W FPS1 Canal de membrana plasmática (familia MIP) para la 
salida de glicerol. También implicado en la entrada de 
arsenito y antimonito 
110 96 CST CST 
YLL052C AQY2 Canal que media el transporte de agua a través de la 
membrana plasmática 
105 92 CST CST 
YLL054C  Posible proteína de función desconocida similar a 
Pip2p 
CST CST CST CST 
YLL061W MMP1 Permeasa de S-metilmetionina de alta afinidad CST CST CST CST 
YLR019W PSR2 Fosfatasa de membrana plasmática implicada en la 
respuesta a estrés general 
109 91 CST CST 
YLR020C YEH2 Hidrolasa de éster estéril CST CST CST CST 
YLR081W GAL2 Galactosa permeasa CST CST CST CST 
YLR092W SUL2 Sulfato permeasa de alta afinidad CST CST CST CST 
YLR096W KIN2 Serina/treonina quinasa implicada en la regulación de 
la exocitosis 
CST CST CST CST 
YLR121C YPS3 Proteasa anclada a la membrana plasmática 
mediante una molécula GPI 
109 93 99 93 
YLR130C ZRT2 Transportador de zinc de baja afinidad localizado en 
la membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YLR138W NHA1 Intercambiador Na+/H+ implicado en la salida de Na+ y 
K+ a través de la membrana plasmática 
136 62 CST CST 
YLR194C  Constituyente de la pared celular anclado a la 
membrana plasmática mediante una molécula GPI
93 124 90 86 
YLR214W FRE1 Reductasa de hierro y cobre 96 CST CST CST 
YLR237W THI7 Transportador de membrana responsable de la 
entrada en la célula de tiamina 
CST CST CST CST 
YLR332W MID2 Proteína de membrana plasmática O-glicosilada que 
interviene en el proceso de señalización en la ruta de 
la integridad celular como sensor 
CST CST CST CST 
YLR342W FKS1 Subunidad catalítica de (1→3)-β-D-glucano sintasa 104 93 96 91 
YLR373C VID22 Proteína glicosilada integrada en la membrana 
plasmática 
CST CST CST CST 
YLR452C SST2 Proteína de activación para Gpa1p CST CST CST CST 
YML052W SUR7 Posible proteína integral de membrana CST CST CST CST 
YML116W ATR1 Bomba de expulsión de múltiples drogas CST CST CST CST 
YML123C PHO84 Permeasa de fosfato inorgánico y manganeso 112 103 CST CST 
YMR011W HXT2 Transportador de glucosa de alta afinidad 104 96 CST CST 
YMR058W FET3 Hierro-O2-oxidorreductasa CST CST CST CST 
YMR183C SSO2 Proteína t-SNARE localizada en la membrana 
plasmática implicada en la fusión de vesículas 
secretoras 
CST CST CST CST 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YMR238W DFG5 Proteína anclada a la membrana plasmática 
mediante GPI requerida para la formación de 
yemas en la división celular 
82 158 53 38 
YMR251W-A HOR7 Proteína de función desconocida 109 101 CST CST 
YMR275C BUL1 Componente del complejo E3-ubiquitina ligasa Rsp5p CST CST CST CST 
YMR307W GAS1 (1→3)-β-glucanosil transferasa. Requerida en la 
síntesis de la pared celular 
80 CST 93 CST 
YMR319C FET4 Transportador de Fe(II) de baja afinidad localizado en 
la membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YNL065W AQR1 Proteína multitransportadora de drogas localizada en 
la membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YNL098C RAS2 Proteína de unión a GTP CST CST CST CST 
YNL142W MEP2 Permeasa de amonio implicada en la regulación del 
proceso de pseudofilamentación 
CST CST CST CST 
YNL154C YCK2 Isoforma I de la caseína quinasa localizada en la 
membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YNL173C MDG1 Proteína de membrana implicada en la ruta de 
señalización de respuesta a feromonas 
CST CST CST CST 
YNL192W CHS1 Quitina sintasa I CST CST CST CST 
YNL268W LYP1 Lisina permeasa CST CST CST CST 
YNL270C ALP1 Transportador de aminoácidos básicos CST CST CST CST 
YNL275W BOR1 Transportador de boro localizado en la membrana 
plasmática 
117 93 CST CST 
YNL291C MID1 Proteína N-glicosilada integrada en la membrana del 
retículo endoplasmático 
CST CST CST CST 
YNL318C HXT14 Proteína similar a algunos de los miembros de 
transportadores de hexosas. Inducido en medios con 
baja disponibilidad de glucosa 
112 89 CST CST 
YNR055C HOL1 Posible transportador de iones 109 85 CST CST 
YNR056C BIO5 Posible proteína de membrana implicada en la 
síntesis de biotina 
CST CST CST CST 
YNR060W FRE4 Reductasa férrica CST CST CST CST 
YNR072W HXT17 Miembro de la familia de transportadores de hexosa CST 97 CST CST 
YNR074C AIF1 Factor mitocondrial que participa en la apoptosis CST CST CST CST 
YOL011W PLB3 Fosfolipasa B implicada en el metabolismo de 
fosfolípidos 
CST CST CST CST 
YOL019W  Proteína de función desconocida CST CST CST CST 
YOL020W TAT2 Permeasa de triptófano y tirosina de alta afinidad CST CST CST CST 
YOL062C APM4 Subunidad tipo Mu2 del complejo proteico AP-2 CST CST CST CST 
YOL103W ITR2 Transportador de mioinositol CST CST CST CST 
YOL109W ZEO1 Proteína de membrana que interacciona con Mid2p CST CST CST CST 
YOL122C SMF1 Transportador de iones divalentes CST 94 CST CST 
YOR008C SLG1 Sensor/transductor de la ruta quinasa inducida por 
estrés PKC1-MPK1 
120 87 CST CST 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YOR047C STD1 Proteína implicada en el control de la expresión de 
genes regulados por niveles de glucosa 
105 91 CST CST 
YOR049C RSB1 Posible proteína que transporta LCBs a la cara 
externa de la membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YOR101W RAS1 GTPasa implicada en procesos de señalización 
celular 
110 91 CST CST 
YOR153W PDR5 Transportador de membrana de tipo ABC 102 83 CST CST 
YOR161C PNS1 Proteína de función desconocida CST CST CST CST 
YOR212W STE4 Subunidad β de la proteína G implicada en la 
señalización de la ruta de mating 
CST CST CST CST 
YOR273C TPO4 Proteína transportadora de poliamina CST CST CST CST 
YOR328W PDR10 Transportador ABC implicado en la resistencia a 
drogas pleiotrópicas 
114 86 CST CST 
YOR348C PUT4 Prolina permeasa de alta afinidad CST CST CST CST 
YOR371C GPB1 Regulador de la ruta de señalización PKA-AMPc CST CST CST CST 
YOR381W FRE3 Reductasa férrica CST CST CST CST 
YPL036W PMA2 ATPasa de H+ localizada en la membrana plasmática. 
Isoforma de Pma1p 
143 11 CST CST 
YPL058C PDR12 Transportador ABC de membrana plasmática que 
actúa como una bomba débil de expulsión de ácidos 
orgánicos 
133 84 CST CST 
YPL092W SSU1 Bomba de sulfito localizada en la membrana 
plasmática 
CST CST CST CST 
YPL176C TRE1 Proteína de membrana que se une a Bsd2p y que 
regula la ubiquitinación y degradación vacuolar de 
Smf1p 
CST CST CST CST 
YPL180W TCO89 Subunidad del complejo proteico TORC1 (Tor1p o
Tor2p-Kog1p-Lst8p-Tco89p) 
CST CST CST CST 
YPL232W SSO1 Proteína t-SNARE localizada en la membrana 
plasmática implicada en la fusión de vesículas 
secretoras 
CST CST CST CST 
YPL249C GYP5 Proteína tipo GAP para proteínas de la familia Rab CST CST CST CST 
YPL265W DIP5 Permeasa de aminoácidos dicarboxílicos CST CST CST CST 
YPL274W SAM3 S-adenosilmetionina permeasa de alta afinidad CST CST CST CST 
YPR032W SRO7 Proteína que constituye un complejo con Sec4p y 
Sec9p. Implicada en exocitosis y transporte de 
vesículas 
109 93 CST 94 
YPR075C OPY2 Proteína integral de membrana que interviene en la 
ruta de señalización HOG 
112 90 CST CST 
YPR124W CTR1 Transportador de cobre de alta afinidad localizado en 
la membrana plasmática 
103 CST CST CST 
YPR138C MEP3 Amonio permeasa de alta y baja capacidad 109 96 CST CST 
YPR156C TPO3 Transportador de poliaminas específico de espermina CST CST CST CST 
YPR192W AQY1 Canal que media el transporte de agua a través de la 
membrana plasmática 
CST CST CST CST 
YPR194C OPT2 Transportador de oligopéptidos CST CST CST CST 
YPR198W SGE1 Proteína de membrana transportadora de múltiples 
drogas 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YPR201W ARR3 Transportador de arsenito localizado en la membrana 
plasmática 
CST CST CST CST 
YAL005C SSA1 ATPasa implicada en el plegamiento de proteínas y 
su transporte al núcleo 
CST CST CST CST 
YAR050W FLO1 Proteína de tipo lectina que interviene en floculación CST CST CST CST 
YBR040W FIG1 Proteína integral de membrana que interviene en 
procesos de mating 
102 96 CST CST 
YBR067C TIP1 Manoproteína de pared celular con posible actividad 
lipasa 
CST CST CST CST 
YBR093C PHO5 Fosfatasa ácida 106 92 CST CST 
YBR162C TOS1 Proteína unida a la pared celular de función 
desconocida 
86 CST 91 CST 
YBR301W DAN3 Manoproteína localizada en la pared celular similar a 
Tir1p, Tir2p, Tir3p y Tir4p 
CST CST CST CST 
YCL051W LRE1 Proteína implicada en el control estructural de la
pared celular y la respuesta a estrés 
90 98 80 CST 
YCR089W FIG2 Adhesina de pared celular, expresada 
específicamente durante el proceso de mating 
CST CST CST CST 
YDL024C DIA3 Proteína de función desconocida, implicada en 
invasión y crecimiento pseudofilamentoso 
CST CST CST CST 
YDL049C KNH1 Proteína similar a Kre9p, implicada en la síntesis de 
(1→6)-β-glucanos 
80 98 73 CST 
YDR055W PST1 Proteína de pared celular que contiene un posible sitio 
de unión a GPI 
97 85 CST CST 
YDR077W SED1 Glicoproteína estructural de tipo GPI localizada en la 
pared celular inducida en condiciones de estrés 
129 84 93 CST 
YDR104C SPO71 Proteína específica de meiosis de función 
desconocida 
CST CST CST CST 
YDR144C MKC7 Aspartil proteasa anclada a GPI implicada en el 
procesamiento de proteínas 
CST CST CST CST 
YDR261C EXG2 Exo-(1→3)-β-glucanasa, posiblemente anclada a la 
membrana mediante GPI e implicada en la síntesis de 
los (1→3)-β-glucanos de la pared celular 
85 91 70 96 
YDR522C SPS2 Proteína expresada durante la esporulación CST CST CST CST 
YDR534C FIT1 Manoproteína incorporada a la pared celular mediante 
un anclaje GPI 
CST CST CST CST 
YEL040W UTR2 Posible glicosidasa que interviene en la transferencia 
de quitina a los (1→6)-β-glucanos. Presenta un 
anclaje tipo GPI 
93 93 101 96 
YER011W TIR1 Manoproteína de pared perteneciente a la familia 
Srp1p/Tip1p 
CST CST CST CST 
YER150W SPI1 Proteína anclada mediante GPI a la pared celular que 
interviene en la resistencia a ácidos débiles 
CST CST CST CST 
YGL028C SCW11 Proteína de membrana similar a glucanasas CST CST CST CST 
YGL032C AGA2 Subunidad de adhesión de la α-aglutinina CST CST CST CST 
YGR059W SPR3 Homólogo de la familia de genes CDC3/10/11/12 que 
intervienen específicamente en la esporulación 
CST CST CST CST 
YGR189C CRH1 Proteína de pared celular con posible actividad quitina 
transglicosidasa 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YGR192C TDH3 Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa CST CST CST CST 
YGR279C SCW4 Proteína de pared celular con función similar a 
glucanasas 
CST CST CST CST 
YGR282C BGL2 Endo-(1→3)-β-glucanasa implicada en el 
mantenimiento de la pared celular 
94 83 86 CST 
YHR139C SPS100 Proteína requerida para la maduración de la pared de 
la espora 
CST CST CST CST 
YHR143W DSE2 Proteína con función similar a glucanasas CST CST CST CST 
YIL011W TIR3 Proteína de pared celular miembro de la familia 
Srp1p/Tip1p 
CST CST CST CST 
YIL123W SIM1 Proteína miembro de la familia SUN (Sim1p, Uth1p, 
Nca3p, Sun4p) 
CST CST CST CST 
YIR039C YPS6 Posible proteasa de aspártico anclada a GPI CST CST CST CST 
YJL052W TDH1 Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isozima 1 CST CST CST CST 
YJL078C PRY3 Proteína de función desconocida CST CST CST CST 
YJL159W HSP150 Proteína de choque térmico O-manosilada 119 CST 94 CST 
YJL171C  Proteína de función desconocida anclada a la pared 
celular mediante GPI 
CST CST CST CST 
YJR004C SAG1 α-Aglutinina de células α CST CST CST CST 
YJR009C TDH2 Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isozima 2 CST CST CST CST 
YJR150C DAN1 Manoproteína localizada en la pared celular similar a 
Tir1p, Tir2p, Tir3p y Tir4p 
CST CST CST CST 
YKL096W CWP1 Manoproteína localizada en la pared celular unida 
a (1→3)-β y (1→6)-β glucanos por enlace 
fosfodiéster. Implicada en la organización de la 
pared 
65 139 89 95 
YKL096W-A CWP2 Manoproteína covalentemente unida a la pared 
celular. Principal constituyente de la pared, 
interviene en la estabilización de su estructura 
0 242 72 9 
YKL163W PIR3 Proteína O-glicosilada necesaria para la estabilidad 
de la pared celular 
128 86 74 CST 
YKL164C PIR1 Proteína O-glicosilada necesaria para la estabilidad 
de la pared celular 
123 80 76 CST 
YKR042W UTH1 Miembro de la familia SUN localizado en la membrana 
externa mitocondrial y en la pared celular 
CST CST CST CST 
YKR102W FLO10 Proteína tipo lectina similar a Flo1p CST CST CST CST 
YLL024C SSA2 Proteína de choque térmico de la familia de las 
HSP70 
105 CST CST CST 
YLR037C DAN2 Manoproteína localizada en la pared celular similar a 
Tir1p, Tir2p, Tir3p y Tir4p 
CST CST CST CST 
YLR040C  Proteína de función desconocida localizada en la 
pared celular 
CST CST CST CST 
YLR042C  Proteína de función desconocida localizada en el 
citoplasma 
CST CST CST CST 
YLR084C RAX2 Proteína N-glicosilada implicada en el proceso de 
gemación bipolar 
CST CST CST CST 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YLR120C YPS1 Proteasa de aspártico, anclada a la membrana 
plasmática mediante GPI 
CST CST CST CST 
YLR213C CRR1 Posible glicósido hidrolasa de la pared de la espora CST CST CST CST 
YLR286C CTS1 Endoquitinasa requerida para la separación celular 
después de la mitosis 
CST CST CST CST 
YLR300W EXG1 Exo-(1→3)-β-glucanasa de la pared celular CST CST CST CST 
YLR307W CDA1 Quitina deacetilasa CST CST CST CST 
YLR308W CDA2 Quitina deacetilasa CST CST CST CST 
YLR390W-A CCW14 Glicoproteína covalentemente unida a la pared celular 85 CST 94 CST 
YMR006C PLB2 Fosfolipasa B implicada en el metabolismo de 
fosfolípidos 
CST CST CST CST 
YMR008C PLB1 Fosfolipasa B implicada en el metabolismo de 
fosfolípidos 
CST CST CST CST 
YMR215W GAS3 Posible (1→3)-β-glucanosil transferasa localizada en 
la pared celular 
92 CST 92 CST 
YMR305C SCW10 Proteína localizada en la pared celular similar a 
glucanasas 
CST CST CST CST 
YNL066W SUN4 Proteína localizada en la pared celular similar a 
glucanasas 
94 CST 98 CST 
YNL160W YGP1 Glicoproteína de secreción relacionada con la pared 
celular 
CST CST CST CST 
YNL190W  Proteína localizada en la pared celular de función 
desconocida 
CST CST CST CST 
YNL300W  Proteína de pared celular dependiente de GPI CST CST CST CST 
YNL322C KRE1 Glicoproteína de pared celular implicada en el 
ensamblaje de los β-glucanos. Receptor de la toxina 
killer K1 de S. cerevisiae 
83 94 34 92 
YNL327W EGT2 Endoglucanasa anclada a la pared celular mediante 
GPI 
CST CST CST CST 
YNR044W AGA1 Subunidad de anclaje de la  α-aglutinina de células α CST CST CST CST 
YNR067C DSE4 Proteína de secreción similar a glucanasas CST CST CST CST 
YOL030W GAS5 (1→3)-β-glucanosil transferasa localizada en la pared 
celular 
93 CST 87 CST 
YOL132W GAS4 (1→3)-β-glucanosil transferasa localizada en la pared 
celular 
85 CST 92 CST 
YOL155C  Manoproteína implicada en la reducción del tamaño 
de agregados proteicos en vino blanco 
CST CST CST CST 
YOR009W TIR4 Manoproteína de pared celular miembro de la familia 
Srp1p/Tip1p 
CST CST CST CST 
YOR010C TIR2 Posible manoproteína de pared celular miembro de la 
familia  Srp1p/Tip1p 
CST CST CST CST 
YOR190W SPR1 Exo-(1→3)-β-glucanasa. Contribuye a la 
termorresistencia de la ascospora 
CST CST CST CST 
YOR214C  Proteína de función desconocida CST CST CST CST 
YOR242C SSP2 Proteína localizada en la pared de la espora que 
interviene en el proceso de esporulación 
CST CST CST CST 
YOR247W SRL1 Manoproteína requerida para la estabilidad de la 
pared celular 
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Capacidad de unión (%) 
Células Protoplastos 
YOR382W FIT2 Manoproteína anclada a la pared celular mediante 
GPI 
CST CST CST CST 
YOR383C FIT3 Manoproteína anclada a la pared celular mediante 
GPI 
CST CST CST CST 
YPL130W SPO19 Proteína específica de meiosis de función 
desconocida 
CST CST CST CST 
YPL163C SVS1 Proteína localizada en la vacuola y la pared celular, 
implicada en la resistencia a vanadato 
105 94 CST CST 
YPR026W ATH1 Trehalosa ácida requerida para la utilización 
extracelular de trehalosa 
CST CST CST CST 
 
(A) Porcentaje de inhibición obtenido por comparación con la cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743: > 100%, más sensible; 
< 100%, menos sensible; 100%, igual sensibilidad. (B) Porcentaje de regeneración de los protoplastos tratados con toxina obtenido 
por comparación con protoplastos de la cepa sensible tipo: > 100%, más regeneración; < 100%, menos regeneración; 100%, igual 
regeneración. (C) Capacidad de unión de las cepas mutantes, células enteras o protoplastos, en relación con la cepa sensible tipo 
S. cerevisiae BY4743: > 100%, mayor unión; < 100%, menor unión; 100%, igual unión. En negrita y de color azul se muestran los 15 
mutantes cuyo porcentaje de regeneración tras el tratamiento con PMKT fue mayor que el de la cepa CST. Sombreado en rojo se 
muestran los mutantes que además tenían su capacidad de unión a la toxina reducida. ABC, ATP-binding cassette; AMPc-PAK, 
proteína quinasa dependiente de AMP cíclico; AP-2, adaptor-related protein complex 2; GAP, proteína de activación GTPasa; Rheb,
Ras homolog enriched in brain; SNARE, soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor; t-SNARE, SNARE
de membrana plasmática; v-SNARE, SNARE vesicular; CST, cepa sensible tipo. 
4.10 Purificación del receptor secundario (Cwp2p) por cromatografía de 
afinidad 
 
 Para purificar el receptor de membrana de PMKT, se inmovilizó la toxina killer en una 
matriz cromatográfica formada por pustulano y sepharosa 6B epoxi-activada que 
posteriormente se empleó para unir las proteínas procedentes de los extractos de 
membrana plasmática y pared celular de la cepa sensible tipo y del mutante cwp2∆. Las 
proteínas unidas a la columna se eluyeron con una solución de glicerol al 15% (v/v) y NaCl 
1,5 M en tampón citrato/fosfato 0,01 M a pH 5,0. Aquellas que mostraron actividad (sólo en 
el caso de la cepa sensible tipo), fueron dializadas y posteriormente resueltas en un gel de 
poliacrilamida mediante PAGE-SDS (Figura 14). 
 
En las electroforesis (PAGE-SDS) se pudieron observar dos bandas de proteína 
diferentes, una de aproximadamente 180 kDa y otra con la misma masa molecular que la 
toxina PMKT (18 kDa; Santos & Marquina, 2004b). Ambas proteínas se detectaron en los 
eluidos cromatográficos tras aplicar a la columna tanto extractos de membrana plasmática 
como de pared celular de la cepa sensible tipo. No obstante, la proteína de 180 kDa se 
detectó con mayor abundancia en las fracciones procedentes de pared celular, lo que podría 






Figura 14.  PAGE-SDS de las fracciones eluidas de la columna de afinidad 
teñidas con azul Coomassie. Carril nº1, eluido de proteínas de pared celular 
procedente del mutante cwp2∆; carril nº 2, eluido de proteínas de membrana 
plasmática obtenido a partir de la cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743; carril nº 3, 
eluido de proteínas de pared celular obtenido de la cepa sensible tipo; y carril nº 4, 
patrón proteico de masas moleculares conocidas, que incluye: miosina de músculo de 
ratón (205 kDa), β-galactosidasa de E. coli (116 kDa), fosforilasa B (97,4 kDa), 
ovoalbúmina de pollo (45 kDa), inhibidor de tripsina de soja (20,1 kDa), α-lactoalbúmina 
(14 kDa), y aprotinina (7 kDa); Sigma.  
 
De forma paralela, las mismas alícuotas eluidas de la cromatografía de afinidad 
empleadas anteriormente se utilizaron para llevar a cabo un estudio de espectrometría de 
masas MALDI-TOF, donde se obtuvo un resultado diferente (Figura 15). La banda de       
180 kDa observada mediante PAGE-SDS no se detectó, apareciendo en su lugar un único 
pico de proteína de 11,7 kDa. Para tratar de comprender las diferencias encontradas en la 
aplicación de las dos técnicas, la banda de proteína de 180 kDa observada mediante PAGE-
SDS se extrajo del gel (apartado 3.5) y se utilizó como muestra para la realización de 
espectrometría MALDI-TOF. Como resultado de este experimento, se detectó un único pico 
de proteína de 11,7 kDa de masa molecular, confirmándose así la relación directa entre las 
bandas de 180 kDa y de 11,7 kDa obtenidas mediante el empleo de ambas técnicas. Las 
diferencias encontradas pudieron deberse a un problema de migración de la proteína en el 
gel en la realización de la PAGE-SDS. Posiblemente, este problema de migración lenta en el 
gel, y por ello de sobreestimación de la masa molecular, podría justificarse por el alto grado 
de glicosidación de la proteína en estudio (van der Vaart et al., 1995). 
 
 En el caso del mutante cwp2∆, se utilizaron muestras eluidas de la cromatografía de 




llevar a cabo un estudio mediante PAGE-SDS con las mismas condiciones descritas 
anteriormente (Figura 14). Tras revelar el gel, la ausencia de la banda de 180 kDa confirmó 
que la proteína Cwp2p podría ser considerada como único receptor de la toxina PMKT 
localizado en la periferia celular.  
 
 
Figura 15. Espectrometría de masas MALDI-TOF. Espectro obtenido mediante MALDI-
TOF-MS de las alícuotas activas eluidas de la cromatografía de afinidad compuesta por una 
matriz de pustulano y sepharosa 6B epoxi-activada unida a la toxina killer PMKT. Sólo una 
proteína de 11,7 kDa, Cwp2p, fue retenida en la columna y posteriormente co-eluida con PMKT 
(18 kDa). 
 
4.11 Secuenciación del amino terminal del receptor secundario 
 
 La secuencia aminoacídica del extremo N-terminal de la proteína co-eluida junto a la 
toxina PMKT en la cromatografía de afinidad (masa molecular de 11,7 kDa estimada 
mediante MALDI-TOF-MS) fue: NH2-ESAAAISQI?DGQIQA?T?AT?EA?TTAAPSS, 
existiendo una homología del 100%, sin tener en cuenta los aminoácidos no identificados 
(?), con la del producto génico del ORF YKL096W-A (CWP2) publicado en SGD (Figura 16). 
 
 
(NH2) - MQFSTVASVAFVALANFVAAESAAAISQITDGQIQATTTATTEATT 
TAAPSSTVETVSPSSTETISQQTENGAAKAAVGMGAGALAAAAMLL – (COOH) 
 
Figura 16. Secuencia completa del marco de lectura abierta YKL096W-A. Subrayado se muestra la secuencia del péptido 
señal y en azul la parte del amino terminal secuenciada. La correspondencia entre las letras y cada uno de los aminoácidos 





4.12 Estudios de sensibilidad a PMKT en mutantes deficientes en el anclaje de 
proteínas a las moléculas de GPI 
 
 Se realizó un experimento para determinar si los mutantes defectivos en la síntesis 
de proteínas relacionadas con el sistema de anclaje a la membrana tipo GPI presentaban 
mayor resistencia a PMKT que la cepa sensible. Los mutantes seleccionados (Tabla 11), 
células completas y protoplastos, se sometieron a un tratamiento con la toxina killer para 
posteriormente determinar la tasa de inhibición en el crecimiento (células completas) y la 
tasa de regeneración (protoplastos). Asimismo, se analizó la capacidad de unión de la toxina 
a cada uno de estos mutantes. En términos generales, la respuesta que se observó fue muy 
homogénea. El porcentaje de resistencia mostrado fue aproximadamente un 80% más 
elevado que el de la cepa sensible tipo y en los protoplastos pudo apreciarse un aumento 
muy significativo de los niveles de viabilidad tras el tratamiento con PMKT. La capacidad de 
unión de la toxina a células completas y protoplastos se redujo notablemente (Tabla 11). 
 
 
Tabla 11. Actividad de la toxina PMKT frente a mutantes específicos o relacionados con la biosíntesis del sistema de anclaje 
GPI, células enteras y protoplastos. 
Gen 
















Proteína integral de membrana plasmática 
implicada en la síntesis de GPI 
Santos et al. (2007) 21 180 30 3 
GWT1 
(YJL091C) 
Proteína implicada en la acilación del grupo 
inositol del GPI 
Okamoto et al. (2006) 23 167 34 4 
GPI8 
(YDR331W) 
Glicoproteína de la membrana del retículo 
endoplasmático, subunidad del complejo GPI 
transamidasa 
Fraering et al. (2001) 16 150 29 6 
GPI10 
(YGL142C) 
Proteína integral de membrana implicada en el 
sistema de anclaje GPI 
Sütterling et al. (1998) 19 177 22 2 
GPI13 
(YLL031C) 
Fosforiltransferasa que añade 
fosfoetanolamina en el tercer residuo de 
manosa del precursor del anclaje tipo GPI 
Taron et al. (2000) 12 171 24 3 
GPI14 
(YJR013W) 
GPI-α 1,4 manosiltransferasa Davydenko et al. (2005) 19 145 41 5 
GPI16 
(YHR188C) 
Proteína transmembrana, subunidad del 
compleja transamidasa GPI 
Fraering et al. (2001) 23 183 34 7 
GPI19 
(YDR437W) 
Subunidad de GPI-GlcNAc transferasa Newman et al. (2005) 19 123 33 4 
 
(A) Porcentaje de inhibición obtenido por comparación con la cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743: > 100%, más sensible; 
< 100%, menos sensible; 100%, igual sensibilidad. (B) Porcentaje de regeneración de los protoplastos tratados con toxina 
obtenido por comparación con protoplastos de la cepa sensible tipo: > 100%, más regeneración; < 100%, menos regeneración; 
100%, igual regeneración. (C) Capacidad de unión de las cepas mutantes, células enteras o protoplastos, en relación con la 
cepa sensible tipo S. cerevisiae BY4743: > 100%, mayor unión; < 100%, menor unión; 100%, igual unión. 
La comparación de la tasa de regeneración y la capacidad de unión de los 




fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol (PI-PLC) proporcionó resultados muy similares a 
los mostrados en la tabla 11. Cuando los protoplastos se sometieron al tratamiento con la 
enzima PI-PLC su sensibilidad a PMKT desapareció casi por completo (reducción en la 
sensibilidad del 90%) y su capacidad de unión se redujo a cero. Este hecho, pondría de 
manifiesto que la actividad de la toxina killer dependería de la presencia de una proteína con 
sistema de anclaje tipo GPI localizada en la membrana plasmática.  
 
4.13 Estudio de la sensibilidad a PMKT en liposomas que presentan la proteína 
Cwp2p incorporada 
 
 En el año 2004, los autores Santos & Marquina (2004a) pusieron de manifiesto que 
la incorporación de PMKT en las bicapas lipídicas de liposomas generaba un patrón de 
conductancia específico (estudios basados en Patch Clamp) que no se observaba en 
aquellos que, aún siendo pretratados con la toxina, no presentaban la toxina incluida en sus 
membranas. Esto indicaba que la toxina por si misma era incapaz de interaccionar con la 
membrana lipídica de forma efectiva. 
 
De este modo, para analizar el papel de la proteína Cwp2p como posible receptor de 
PMKT se utilizaron liposomas construidos artificialmente con carboxifluoresceína 
encapsulada en su interior. La capacidad de la toxina para formar canales se determinó 
valorando la cantidad del fluoróforo liberado al medio extracelular después del tratamiento. 
Como puede observarse en la figura 17, la exposición a PMKT provocó la salida de 
carboxifluoresceína sólo cuando los liposomas poseían Cwp2p incorporada en la bicapa 
lipídica, indicando la implicación de esta proteína en el proceso citotóxico. 
 
 
Figura 17. Proteína Cwp2p como receptor de la toxina PMKT en su mecanismo de acción killer. (A) Liposomas con 
Cwp2p incluida en la bicapa lipídica tratados con Triton X-100 para medir la cantidad de carboxifluoresceína encapsulada en su 
interior o con PMKT inactivada (control negativo del experimento). La flecha indica el momento de la adición de ambas 
sustancias a la suspensión con los liposomas. (B) Capacidad de PMKT para inducir la liberación de carboxifluoresceína en 
liposomas preparados con y sin Cwp2p. La exposición a PMKT (la flecha indica el momento de la adición) mostró que los 
liposomas que no poseían Cwp2p incluida en la bicapa lipídica fueron resistentes a la acción de la toxina, mientras que 




 También se utilizó la proteína de fusión GFP-Cwp2p para verificar la incorporación de 
Cwp2p en los liposomas. Los resultados indicaron que dicha integración fue correcta, 
comprobándose al mismo tiempo que la fusión de GFP a proteínas presentes en la pared 
celular puede ser utilizada como una herramienta muy útil para el estudio de la incorporación 
específica de proteínas en liposomas. 
 
4.14 Localización de Cwp2p en células sensibles y determinación de la 
viabilidad celular 
 
 Se incubaron células sensibles que expresaban la proteína de fusión GFP-Cwp2p 
con PMKT en presencia de ioduro de propidio para comprobar su viabilidad. Como puede 
observarse en la figura 18, las células muertas, con marcaje fluorescente del ioduro de 
propidio en su interior, se detectaron después de 4 horas de tratamiento con la toxina. El 
95% de las células se tiñeron completamente tras 8 horas de incubación. 
 
 
Figura 18. Localización de la proteína Cwp2p (receptor de PMKT) en la superficie celular. Microscopía de fluorescencia 
para el análisis del proceso de muerte celular en células sensible tipo que expresan la proteína de fusión GFP-Cwp2p y que 
han sido expuestas a la toxina PMKT. La emisión de fluorescencia del ioduro de propidio se detectó a 615 nm. La muerte 
celular se observó inicialmente tras 4 horas de tratamiento con la toxina y fue completa transcurridas 8-10 horas. De forma 
paralela, la emisión de fluorescencia a 509 nm de la proteína de fusión GFP-Cwp2p se observó rodeando el citoplasma de las 
células en todos los tiempos ensayados, confirmando que Cwp2p es una proteína localizada en la periferia celular que está 





 Durante todo el experimento, la señal fluorescente de la proteína de fusión GFP-


























































La supervivencia de un microorganismo en el medio ambiente está fuertemente 
condicionada por su capacidad de respuesta a las posibles alteraciones de las condiciones 
del entorno, entre las que se incluyen cambios de pH y temperatura, variaciones del nivel de 
osmolaridad, modificaciones en la disponibilidad de nutrientes y la presencia o no de 
elementos responsables de procesos oxidativos. El ambiente intracelular, separado del 
exterior por la membrana citoplasmática, alberga todo el conjunto de componentes 
fundamentales para la realización de las funciones básicas, es decir, el desarrollo y la 
multiplicación de la célula. Sin embargo, aunque la membrana citoplasmática constituye una 
barrera encargada de los intercambios específicos con el exterior y la pared celular 
contribuye a la protección osmótica y física de la célula, ambas no aseguran una protección 
suficiente frente al entorno. 
 
Muchos de los mecanismos que intervienen en el proceso de adaptación a 
situaciones específicas de estrés se han puesto de manifiesto mediante el estudio de la 
respuesta transcripcional global (Craig, 1992; Blomberg, 1995; Alexandre et al., 2001; 
Causton et al., 2001; García et al., 2004; Dardalhon et al., 2007; Rossignol et al., 2007). El 
análisis de dicha respuesta transcripcional en la levadura Saccharomyces cerevisiae al 
tratamiento con la toxina PMKT se llevó a cabo mediante el empleo de microarrays de ADN, 
una técnica habitualmente utilizada durante los últimos años en levaduras y otros 
microorganismos para estudiar la respuesta a agentes físicos y químicos (antifúngicos, 
quimioterápicos, xenobióticos y diferentes tipos de estrés ambiental) (Blomberg, 1995; 
Zhang et al., 1997; Gasch et al., 2000; Alexandre et al., 2001; Causton et al., 2001; García et 
al., 2004; Dardalhon et al., 2007; Rossignol et al., 2007). Tras la normalización de los datos, 
la validación de los resultados obtenidos en estos arrays se hizo mediante Q-RT-PCR, con 
mayor sensibilidad para la detección y cuantificación de todos aquellos genes estudiados 
cuya expresión varió sustancialmente, e incluso aquellos transcritos de ARNm con niveles 
variables de expresión o difíciles de interpretar (Bustin, 2000; Yun et al., 2006; Su et al., 
2007). Este análisis de la respuesta génica a PMKT se llevó a cabo teniendo en cuenta que, 
después de la unión de la toxina a sus receptores de pared celular [(1→6)-β-glucanos] 
(Santos et al., 2000), la muerte celular no se produce hasta casi una hora después. Esta 
fase de latencia observada, donde la viabilidad de la célula sensible se ve comprometida y la 
maquinaria celular se redirige a contrarrestar los efectos nocivos de la toxina, podría implicar 
los siguientes procesos: adhesión de la toxina a su receptor secundario, denominado 
Cwp2p, caracterizado en el presente trabajo y localizado en la membrana plasmática y 
pared celular; formación de canales iónicos en la membrana plasmática (Santos & Marquina, 




electroquímico transmembrana (Santos & Marquina, 2004b) o la inducción de elementos 
implicados en la respuesta a estrés; y por último, formación de poros debidos a la pérdida de 
la integridad de la membrana plasmática, capaces de permitir el paso de moléculas de alto 
peso molecular, de forma secuencial a la formación de los canales iónicos (Kagan, 1983; 
Kurzweilová & Sigler, 1994; Santos & Marquina, 2004a). 
 
5.1 Correlación con respuestas a estrés ya conocidas en levaduras 
  
Los genes que se regularon positivamente tras el tratamiento de la levadura sensible 
con la toxina PMKT (Tabla 8) se compararon con genes que se inducen en respuesta 
distintos tipos de estrés descritos por otros grupos de investigación. Con algunas 
excepciones, se pudo establecer una gran correlación con el patrón de genes implicados en 
la respuesta a estrés osmótico (Rep et al., 2000) y, en menor medida, con el de genes 
inducidos en respuesta al tratamiento de S. cerevisiae con antibióticos poliénicos como la 
anfotericina B y la nistatina (Zhang et al., 2002; Agarwal et al., 2003). Así, genes como 
CTT1, HSP12, GPD1, GPP2, TRK2, PDR12, ENA1, YAP1, XBP1, SCH9, HAL9 y STL1, 
relacionados directamente con el estrés celular o la tolerancia a la sal, se indujeron en 
presencia de la toxina. Este hecho podría indicar que la respuesta celular a la acción de 
PMKT podría estar fundamentalmente basada en la expresión de genes que codifican 
proteínas implicadas en la respuesta a estrés osmótico. 
 
Sin embargo, un análisis detallado de la respuesta transcripcional a PMKT reveló 
también la existencia de ciertas divergencias con otras respuestas transcripcionales 
descritas. Bajo determinadas condiciones de estrés ambiental (temperatura, osmolaridad, 
acidez del medio...) o en el tratamiento con ciertos antibióticos poliénicos, es frecuente 
observar una reducción de los niveles de expresión de algunas proteínas ribosomales como 
parte del programa de respuesta celular (Jelinsky & Samson, 1999; Gasch et al., 2000; 
Zhang et al., 2002; Becerra et al., 2003). Se piensa que esta reducción podría estar 
implicada en el mantenimiento de los niveles basales de la síntesis proteica y de utilización 
de energía con el fin de redirigir la maquinaria celular al incremento de la expresión de 
genes capaces de responder a esas condiciones adversas de forma adecuada. En el caso 
de la respuesta génica a la toxina PMKT, ni los niveles de expresión de genes de proteínas 
ribosómicas mitocondriales ni los de proteínas ribosómicas nucleares se redujeron 
significativamente (Tabla 9). Este hecho se debería tener en cuenta a la hora de determinar 
el mecanismo de acción de la toxina, pues tales diferencias con los tipos de estrés descritos 
anteriormente podrían indicar la participación de diversos mecanismos de respuesta 




radiaciones, etc.). Asimismo, estas discrepancias podrían posiblemente ser atribuidas a 
distintas observaciones en el tiempo de dos procesos que pueden ser, en un principio, 
similares. Este hecho queda justificado porque de forma general las respuestas rápidas a 
estrés implican la activación de rutas de señalización que modulan la función de proteínas 
pre-existentes (metabolismo, transporte de membrana, etc.) o que inducen cambios en la 
expresión génica (biosíntesis de nucleótidos y proteínas) que constituyen la base de la 
respuesta tardía. Las respuestas tardías incluyen actividades de transporte de proteínas y 
metabolitos intracelulares donde se incrementa el consumo de energía para el 
mantenimiento de la homeostasis celular (Schuller et al., 1994). 
 
5.1.1 Respuesta celular para el mantenimiento de la homeostasis iónica 
 
 Los trabajos de investigación llevados a cabo por Causton et al. (2001) sugirieron 
que el mantenimiento de la homeostasis iónica se establece en la célula como un patrón de 
respuesta común frente a la mayoría de las alteraciones producidas en el medio ambiente. 
En base a los resultados obtenidos se pudo determinar que muchos de los genes inducidos 
durante la respuesta celular a la acción de la toxina PMKT codificaron para distintos tipos de 
proteínas transportadoras, o alguno de sus componentes y subunidades reguladoras, 
implicadas todas ellas en el mantenimiento de la homeostasis a través de la movilización de 
iones, azúcares, aminoácidos y otros metabolitos (Tabla 8). De todas ellas, cabe destacar la 
regulación positiva de algunos transcritos que codifican para transportadores de iones 
implicados en la detoxificación de sodio (Mendoza et al., 1996; Nelissen et al., 1997) y en el 
mantenimiento de los niveles citoplasmáticos de potasio (Ko & Gaber, 1991; Ketchum et al., 
1995). Ya se ha comentado que la alteración de la permeabilidad de la membrana 
plasmática en las células sensibles responde al mecanismo de acción específico de algunas 
toxinas killer como, por ejemplo, las toxinas K1 y K2 de S. cerevisiae, la zigocina producida 
por Zygosaccharomyces bailii, la toxina killer de Schwanniomyces occidentalis o la toxina 
PMKT (Kagan, 1983; Martinac et al., 1990; Tipper & Schmitt, 1991; Chen et al., 2000; 
Breinig et al., 2002; Weiler & Schmitt, 2003; Santos & Marquina, 2004a). De este modo, la 
pérdida de iones y nutrientes de bajo peso molecular a través de canales no regulados 
podría originar un incremento en la expresión de genes de transportadores transmembrana 
tales como ENA1, TRK2, PHO89, ZRT1 y PDR12; permitiendo así una eficiente movilización 
de nutrientes e iones para compensar las pérdidas ocasionadas por la acción de la toxina 
PMKT en los primeros momentos de la acción citotóxica (Santos & Marquina, 2004a).  
 
 En condiciones normales, los niveles de salinidad del medio extracelular permiten a 




para su intervención en el metabolismo de macromoléculas específicas (Page & Di Cera, 
2006). El incremento de estos niveles extracelulares de Na+ puede resultar tóxico para las 
células, principalmente por dos razones: primero, porque originan un desequilibrio en el 
potencial osmótico que conlleva pérdidas de agua intracelular; y segundo, porque la entrada 
de sodio en la célula puede causar el bloqueo de múltiples rutas metabólicas (Murguía et al., 
1996; Serrano et al., 1999; Hasegawa et al., 2000). En levaduras existen varios sistemas 
transportadores de sodio que provocan su salida continuada de la célula y mantienen 
concentraciones muy bajas de este catión en el citosol (Figura 19) (Rodriguez-Navarro & 
Ortega, 1982). En el caso de S. cerevisiae, los tres sistemas de transporte principales 
implicados en este proceso de detoxificación de sodio están codificados por el gen NHX1 
(Nass et al., 1997), el gen NHA1 (Prior et al., 1996) y genes miembros de la familia ENA 
(Wieland et al., 1995), respectivamente; habiéndose comprobado que la ausencia de todos 
ellos provoca alteraciones severas en la homeostasis iónica que conduce a la 
despolarización de la membrana plasmática (Kinclova-Zimmermannova et al., 2006). 
 
El primero de estos transportadores, Nhx1p, es un intercambiador Na+/H+ que se 
localiza en las membranas de las vacuolas y los endosomas (Figura 19) (Nass & Rao, 
1998). Inicialmente los estudios realizados condujeron a determinar que los flujos de salida y 
entrada (acumulación) de Na+ en el interior de la vacuola, regulados por Nhx1p, están 
implicados en la respuesta a estrés salino e hiperosmótico (Nass et al., 1997; Nass & Rao, 
1999). Más tarde se comprobó su participación en otros procesos, como son: el 
mantenimiento de la homeostasis del pH citoplasmático junto a la acción de otros 
transportadores Na+/H+ situados en la membrana plasmática (Brett et al., 2005), la 
regulación del pH endosomal como parte importante del mecanismo de control del 
transporte vesicular (van Weert et al., 1997; Ali et al., 2004), y, de forma similar al 
intercambio Na+/H+, la capacidad de transportar K+ al interior de vacuolas actuando como 
sistema detoxificador frente a altas concentraciones de KCl (Brett et al., 2005). Como 
resultado del estudio de la respuesta al efecto de la toxina PMKT, se pudo determinar que la 
expresión del gen NHX1 no se ve modificada de forma apreciable, indicando que este 
sistema detoxificador no se haya implicado en la respuesta a la toxina, al menos a nivel 
transcripcional. El hecho de que este transportador se encuentre localizado a nivel vacuolar, 
permitiría sugerir que su implicación en la respuesta a PMKT pudiera acontecer en estadios 
más avanzados de la acción citotóxica o producirse únicamente a nivel postraduccional. 
 
El segundo sistema, Nha1p, es un intercambiador Na+-K+/H+ que se localiza en la 
membrana plasmática de la levadura (Figura 19) (Bañuelos et al., 1998). Se ha descrito que 
es capaz de aprovechar la fuerza protón-motriz originada por la ATPasa Pma1p para mediar 




significado biológico sobre todo en el mantenimiento del pH intracelular en medios ácidos 
(Prior et al., 1996; Bañuelos et al., 1998). En respuesta a la toxina PMKT, los niveles de 
expresión de NHA1 se vieron incrementados aproximadamente diez veces. Nha1p 
interviene principalmente en la respuesta inmediata a estrés hiperosmótico a través de la 
regulación de su actividad antiporte de K+ por la MAPK Hog1p (Kinclova-Zimmermannova & 
Sychrova, 2006). Además, es conocido que Nha1p contribuye a la resistencia en ambientes 
salinos de forma moderada (Sychrova et al., 1999; Mitsui et al., 2004), lo cual justificaría la 
diferencia sustancial de sobreexpresión observada entre dicho transportador y ENA1 (Tabla 
8), que como se comenta posteriormente juega un papel más importante en la detoxificación 
de sodio (Haro et al., 1991; Benito et al. 2002). 
 
El tercer sistema de transporte, codificado por los genes ENA, es una subfamilia de 
ATPasas tipo P situadas en la membrana plasmática con diferentes capacidades para 
provocar la extrusión celular de cationes Na+, K+ y Li+ en contra de gradiente electroquímico 
mediante la hidrólisis de ATP (Figura 19) (Catty et al., 1997; Benito et al., 2002). Se han 
identificado cinco tipos de genes ENA diferentes, ENA1-ENA5, que aparecen en distinto 
número de copias organizadas en clusters específicos dependiendo de la cepa de S. 
cerevisiae que se trate (Haro et al., 1991; Martínez et al., 1991; Garciadeblas et al., 1993; 
Wieland et al., 1995). De ellos, ENA1/PMR2 ha sido el que más extensamente se ha 
estudiado a lo largo de los años y el que constituye el principal sistema detoxificador de Na+ 
y Li+ en S. cerevisiae (Haro et al., 1991; Benito et al. 2002). En condiciones normales, su 
nivel de expresión basal se mantiene bajo al igual que el de los otros miembros del cluster 
(Ghaemmaghami et al., 2003), pero ha resultado ser el único rápidamente inducido en 
respuesta a altas concentraciones de Na+ o Li+ o la alcalinización del pH del medio 
extracelular (Garciadeblas et al., 1993; Mendoza et al., 1994; Posas et al., 1995; Wieland et 
al., 1995). El estudio de la expresión de ENA1/PMR2 ha revelado un complejo sistema de 
regulación transcripcional donde intervienen, generalmente de forma independiente, 
diferentes rutas metabólicas (Ruiz & Ariño, 2007), destacando: la ruta HOG (Márquez & 
Serrano, 1996), la ruta de la calcineurina (Márquez & Serrano, 1996), la ruta de las quinasas 
Tor (Crespo et al., 2001), la ruta del factor transcripcional RIM101 (Serrano et al., 2002), la 
represión por glucosa (Alepuz et al., 1997) y el sistema HAL3/PPZ (Ruiz et al., 2003). De 
todas ellas, las tres primeras parecen ser principalmente responsables de la inducción del 
gen ENA1 en respuesta a posibles alteraciones en los niveles de salinidad del medio 
extracelular (Márquez & Serrano, 1996; Platara et al., 2006). En presencia de bajas 
concentraciones de NaCl, la inducción de ENA1/PMR2 ante el estrés osmótico generado 
depende de la activación de la ruta HOG, en la que la transmisión de la señal culmina con la 




proteico (Sko1p-Ssn6p-Tup1p) que actúa como represor del gen (Proft et al., 2001). Por el 
contrario, en condiciones de alta salinidad el incremento de los niveles de expresión de 
ENA1/PMR2 está mediado principalmente por la actividad de una fosfatasa dependiente de 
calcio/calmodulina denominada calcineurina (Mendoza et al., 1994; Ferrigno et al., 1998; 
Pardo et al., 1998; Rep et al., 1999; Heath et al., 2004), que responde generalmente a 
situaciones de estrés en un ambiente iónico (Yale & Bohnert, 2001). La calcineurina es una 
enzima heterodimérica que consta de una subunidad catalítica (CNA) y una subunidad 
reguladora (CNB) (Cyert et al., 1991). La exposición de células a altas concentraciones de 
NaCl o pH elevados provoca un aumento significativo del nivel citosólico de calcio (Ca2+) que 
favorece la unión de cuatro moléculas del catión a CNB, estimulándose parcialmente la 
actividad fosfatasa del complejo CNA-CNB. La subunidad CNA es a su vez capaz de unirse 
a otros complejos de Ca2+/calmodulina, constituyéndose un heterotrímero que representa el 
estado completamente activo de la calcineurina (Cyert et al., 1991; Denis & Cyert, 2002; 
Viladevall et al., 2004). Una vez activa, interviene en la regulación positiva de más de 150 
genes (Yoshimoto et al., 2002). La activación de ENA1/PMR2 se produce mediante la 
defosforilación y entrada en el núcleo del factor de transcripción Crz1/Tcn1/Hal8 (Matheos et 
al., 1997; Stathopoulos & Cyert, 1997; Mendizabal et al., 1998), que se unirá a dos 
secuencias específicas del promotor de ENA1 y mediará su transcripción (Mendizabal et al., 
2001). En estos ambientes de alta salinidad, la inhibición de la ruta de señalización TOR, 
que en condiciones normales impide la entrada al núcleo del factor de transcripción 
Gln3/Gat1 y su interacción con el promotor de ENA1 (Crespo et al., 2001), y la actividad del 
complejo histona deacetilasa Rpd3-Sin3 (de Nadal et al., 2004), activada por Hog1p (ruta 
HOG), resultan ser mecanismos complementarios al efecto de la calmodulina en el aumento 
de la expresión del gen. 
 
El tratamiento de la levadura sensible con la toxina PMKT provocó un incremento de 
los niveles de expresión de ENA1, con una tasa de inducción de aproximadamente 30 veces 
su nivel basal (Tabla 8). Relacionado con este gen, se detectó también un aumento 
significativo del nivel de expresión del transcrito HAL9. Se trata de un factor de transcripción 
que, en alto número de copias y a través de un mecanismo de regulación que aún no se 
conoce con exactitud, provoca la activación de ENA1 confiriendo un incremento de la 
tolerancia a altas concentraciones de Na+ o Li+ (Mendizabal et al., 1998). Además, el gen 
PSR1 se reguló positivamente en presencia de la toxina PMKT. Este gen codifica para una 
fosfatasa de membrana plasmática implicada también en la respuesta a estrés por sodio a 
través de la activación transcripcional de ENA1/PMR2 (Siniossoglou et al., 2000) y que es 
requerida para la activación completa de la respuesta general a estrés (Kaida et al., 2002). 




una elevada sensibilidad a PMKT (Tabla 8), indicando su gran implicación a nivel global para 
contrarrestar los efectos citotóxicos generados por la toxina. En el caso del mutante Ena1Δ, 
el aumento de sensibilidad mostrado con respecto a la cepa sensible tipo fue 
aproximadamente del 160%. 
 
 
Figura 19. Principales sistemas de transporte implicados en la homeostasis de iones monovalentes en S. cerevisiae. 
Con respecto a los transportadores relacionados con la detoxificación de Na+, en la membrana plasmática de la levadura se 
localizan Ena1p, que provoca la extrusión celular de cationes Na+, K+ y Li+  en contra de gradiente electroquímico mediante la 
hidrólisis de ATP, y Nha1p, un intercambiador Na+-K+/H+ que aprovecha la fuerza protón-motriz originada por la ATPasa Pma1p 
para mediar la expulsión de cationes Na+, K+ y Li+. En la membrana de la vacuola se encuentra el intercambiador de Na+/H+ 
Nhx1p, que en respuesta a estrés salino e hiperosmótico introduce Na+ en el interior de la vacuola acoplando este transporte al 
gradiente de protones generado por la actividad de la ATPasa Vma1p (Nass & Rao, 1998; Quintero et al., 2000). Con respecto 
a los transportadores implicados en el mantenimiento de los niveles intracelulares de K+, en la membrana plasmática de la 
levadura cabe destacar la presencia de Tok1p, un transportador pasivo regulado por el estado de polarización de la membrana 
plasmática (voltaje-dependiente) y por el nivel de K+ extracelular, y el sistema de permeasas Trk1p/Trk2p, principal vía de 
entrada del catión al citosol (transporte activo dependiente del potencial de membrana generado por Pma1p). 
 
 De todos los cationes que son transportados a través de la membrana plasmática 
para lograr el mantenimiento de la homeostasis iónica (Na+, K+, H+, Ca2+, Fe2+, Zn2+, NH4+, 
etc.), el potasio (K+) es el que presenta el mayor nivel de prevalencia en el citosol (Borst-
Pawels, 1981). Una parte de estos niveles es regulada por algunos de los sistemas que 




2005), sobre todo por actividad de la ATPasa Na+/K+ codificada por ENA1-4, mientras que 
otra parte implica la actuación de proteínas transportadoras diferentes (Figura 19), donde se 
incluye: el transporte acoplado de K+ (antiporte) a la actividad de la protón-ATPasa de 
membrana Pma1p, que en condiciones normales facilita la salida de H+ al medio extracelular 
(Serrano, 1984), el transporte pasivo de K+ a través de canales iónicos transmembrana 
voltaje-dependientes (Gustin et al., 1986) y el transporte activo a través de un sistema de 
permeasas que media la internalización de K+ dependiendo de su grado de afinidad por el 
catión (Rodríguez-Navarro & Ramos, 1984).  
 
Las ATPasas transportadoras de H+ suponen aproximadamente el 50% de la 
cantidad de proteínas totales localizadas en la membrana plasmática de S. cerevisiae 
(Serrano, 1989). PMA1 es el gen que codifica el sistema protón-ATPasa más importante en 
esta levadura (Serrano et al., 1986), que genera un gradiente electroquímico de protones 
(potencial de membrana) que resulta esencial para la internalización activa de nutrientes y 
para la regulación del pH intracelular (Goffeau & Slayman, 1981; Ambesi et al., 2000). El 
acoplamiento del flujo de entrada de K+ al de salida de H+ contribuye a mejorar la 
homeostasis iónica, pues reduce el potencial de membrana generado por Pma1 evitando la 
entrada de cationes tóxicos (ej., Na+ y Li+) a través de transportadores inespecíficos de baja 
afinidad. Este transporte acoplado está también implicado en la regulación del equilibrio de 
cargas a través de la membrana en condiciones de estrés ácido (Macpherson et al., 1995). 
Asimismo, se ha comprobado que los niveles de expresión de PMA1 están fuertemente 
condicionados por la presencia de glucosa en el medio de cultivo y su metabolismo 
(Serrano, 1983; García-Arranz et al., 1994; Estrada et al., 1996; Portillo, 2000) y por el ciclo 
celular (Kuo & Grayhack, 1994). 
 
La expresión de PMA1 se redujo de forma moderada tras el tratamiento con la toxina 
PMKT (Tabla 9). En estudios previos, se determinó que la actividad de la toxina genera un 
cambio sustancial en la homeostasis celular debido a una acidificación citosólica y a la 
desregulación de los flujos de entrada y salida de iones (Santos & Marquina, 2004a). De 
forma contraria a lo que cabría esperar, estos cambios producidos en la célula sensible 
deberían inducir aumentos en el nivel de expresión de PMA1 para contrarrestar el efecto 
citotóxico de la toxina, fundamentalmente en lo que se refiere a la acidificación intracelular. 
Sin embargo, teniendo en cuenta que las ATPasas transportadoras de H+ suponen, como se 
ha comentado anteriormente, el 50% de la cantidad de proteína total localizada en la 
membrana plasmática, podría suponerse que la presencia de estos transportadores está 
presente en la célula en cantidad suficiente como para justificar una mayor trascripción. El 
hecho de que los mutantes de deleción para dicho gen PMA1 fuesen más resistentes a la 




ATPasa tipo P Spf1 presentan también resistencia a la toxina killer de P. farinosa (Suzuki & 
Shimma, 1999), podría suponer la existencia de mecanismos adicionales a los meramente 
implicados en la homeostasis del pH y que justificasen esa disminución de su expresión. 
 
Con respecto a los canales iónicos transmembrana que funcionan como 
transportadores pasivos de K+, en S. cerevisiae cabe destacar la existencia de Tok1p 
(Figura 19) (Gustin et al., 1986; Ketchum et al., 1995; Reid et al., 1996). Se trata de una 
proteína con dos dominios canal tipo P dispuestos en tándem (Ketchum et al., 1995; Loukin 
& Saimi, 2002), comúnmente encontrados en todos los canales iónicos que intervienen en el 
transporte selectivo de K+, que está regulada por el estado de polarización de la membrana 
plasmática (voltaje-dependiente) y por el nivel de K+ extracelular (Johansson & Blatt, 2006). 
De este modo, la activación y apertura de cualquiera de los dos dominios canal (o ambos 
simultáneamente) que implica la liberación de K+ al medio extracelular se produce al 
despolarizarse la membrana en condiciones específicas (Zhou et al., 1995; Fairman et al., 
1999), mientras que el incremento de la concentración extracelular del catión provoca el 
cierre del canal (Lesage et al., 1996; Vergani et al., 1997). Actualmente, la función fisiológica 
del canal Tok1p en S. cerevisiae se desconoce, pero podría jugar un papel importante 
durante la respuesta a estrés osmótico al ser regulado positivamente por la acción de la 
proteína Hog1p fosforilada (ruta HOG; Proft & Struhl, 2004). Inicialmente, la apertura de los 
canales Tok1p se relacionó de forma directa con el efecto killer de la toxina K1 de S. 
cerevisiae (Ahmed et al., 1999). Sin embargo, investigaciones posteriores han determinado 
que esa activación y apertura de los canales es consecuencia de un efecto secundario de la 
toxina y posiblemente no contribuye de forma significativa al efecto letal específico 
desarrollado por esta (apartado 1.4.1) (Breinig et al., 2002; Bertl et al., 2003; Pagé et al., 
2003). En ciertas condiciones específicas (células hiperpolarizadas y energizadas), se sabe 
que Tok1p puede actuar internalizando K+ (Fairman et al., 1999). TOK1 presentó un 
aumento moderado de su expresión en respuesta a PMKT. Este aumento de su expresión 
podría ir encaminado a incrementar la velocidad de transporte de potasio al interior celular 
para compensar en parte algunas de las pérdidas ocasionadas por la actividad de la toxina. 
En cualquier caso, la capacidad de internalización o liberación de K+ mediada por Tok1p 
sería enmascarada por el flujo neto de entrada de K+ aportado por los transportadores Trk1 
y Trk2, por lo que la contribución fisiológica de Tok1p en respuesta a las alteraciones de la 
homeostasis iónica mediada por la toxina podría ser despreciable. De hecho, de forma 
experimental, para poder poner de manifiesto la aportación de Tok1p en levaduras es 
necesaria la sobreexpresión de dicho transportador y la deleción simultanea de TRK1 y 
TRK2 (Fairman et al., 1999). El mutante de deleción carente del gen TOK1 presentó una 




más justificado el hecho de que este transportador contribuye escasamente a contrarrestar 
los efectos citotóxicos generados por PMKT.  
 
En cuanto al transporte activo de K+ mediado por permeasas, las proteínas Trk1p y 
Trk2p constituyen el principal sistema de entrada del catión al citosol (Figura 19). 
Inicialmente se demostró el funcionamiento de cada una de ellas como unidades 
transportadoras independientes que presentaban diferente grado de afinidad por K+ (Ko et 
al., 1990; Ko & Gaber, 1991; Gaber, 1992). Sin embargo, más tarde se planteó una nueva 
hipótesis que integraba ambas proteínas en un mismo sistema que, junto a otra u otras 
proteínas, permitía el transporte de este catión al interior celular consumiendo gran parte del 
potencial de membrana generado por la ATPasa Pma1p (Gaber et al., 1988; Ramos et al., 
1994). La mayoría de los estudios llevados a cabo han revelado que la regulación de este 
transporte de K+ mediado por Trk1p y Trk2p resulta ser muy compleja. Aparentemente, 
ambos transportadores parecen poseer un sitio de unión específico para K+ y un segundo 
sitio de unión capaz de alojar una gran diversidad de cationes diferentes (K+; Na+, H+, etc.) 
dependiendo de su disponibilidad en el medio extracelular (Armstrong & Rothstein, 1967; 
Haro & Rodriguez-Navarro, 2002), estableciéndose un transporte de tipo simporte a través 
de la membrana plasmática que es capaz de concentrar grandes cantidades de K+ en contra 
de su gradiente electroquímico (Ko & Gaber, 1991; Haro et al., 1999). La caracterización de 
los flujos de entrada y salida de otros iones (H+, Na+, Cl-, Ca+, etc.), supuestamente 
dependientes de este sistema TRK, le han atribuido nuevas propiedades y funciones 
fisiológicas adicionales (Bihler et al., 1999; Kuroda et al., 2004; Rivetta et al., 2005). Trk1p 
es un transportador de alta afinidad para K+ (Ramos et al., 1985; Gaber et al., 1988; Ko & 
Gaber, 1991), mientras que Trk2p parece ser un transportador de afinidad moderada 
(Ramos et al., 1994). Ambas proteínas presentan dominios tipo P en su estructura y 
comparten una homología del 55% en su secuencia aminoacídica (Ko & Gaber, 1991; Haro 
& Rodriguez-Navarro, 2003; Zheng et al., 2004). Aunque la contribución al mantenimiento de 
la homeostasis iónica de K+ en respuesta a los niveles del catión en el citosol o al pH 
intracelular resulta ser aparentemente mayor en el caso de Trk1p (Rodríguez-Navarro & 
Ramos, 1984; Ramos & Rodríguez-Navarro, 1986; Ramos et al., 1990), la diferencia 
encontrada con respecto a la menor implicación de Trk2p podría explicarse como 
consecuencia de su bajo nivel de expresión (Ramos et al., 1994; Bihler et al., 1999). 
Diversos estudios han demostrado que el mutante de deleción trk1Δ es incapaz de crecer en 
condiciones de baja disponibilidad de K+ debido a una reducción significativa en el 
transporte del catión (Ramos et al., 1985; Gaber et al., 1988; Ko & Gaber, 1991), siendo este 
fenotipo más acusado en el caso del doble mutante trk1Δ trk2Δ (Ko et al., 1990; Ramos et 




y Li+ (Haro et al., 1993; Gómez et al., 1994; Mendoza et al., 1994; Bertl et al., 2003) y una 
hiperpolarización de la membrana plasmática (Madrid et al., 1998). En presencia de altas 
concentraciones de Na+ en el medio extracelular, el sistema TRK, que en condiciones 
normales también permite la entrada de este catión en el citosol, incrementa su afinidad por 
K+ para controlar la entrada de Na+ y evitar así posibles procesos de intoxicación (Haro et al., 
1993; Gómez et al., 1996). Esta activación del sistema TRK en respuesta a estrés por sodio 
es regulada de forma positiva a nivel postranscripcional por la acción específica de la 
fosfatasa calcineurina, estando implicada de forma directa o indirecta en la transición del 
sistema al estado de alta afinidad por K+ (Mendoza et al., 1994). Además de la regulación 
mediada por la calcineurina, la actividad de las quinasas Hal4p y Hal5p parece contribuir 
también a esta respuesta frente a estrés salino (Mulet et al., 1999). La activación del sistema 
de transporte TRK por acción de estas quinasas supone el incremento del flujo neto de 
entrada de iones K+ al citosol, la consecuente disminución del potencial de membrana 
generado por acción de Pma1p y, por tanto, la reducción significativa del nivel de entrada de 
iones Na+, que se traduce a su vez en un aumento de la tolerancia celular al crecimiento en 
ambientes salinos (Mulet et al., 1999). 
 
 La exposición de la levadura sensible a PMKT indujo una sobreexpresión de TRK2 
de aproximadamente 25 veces su nivel basal (Tabla 8). De forma complementaria a la 
actividad llevada a cabo por los sistemas detoxificadores de Na+ comentados anteriormente, 
sobre todo ENA1/PMR2, esta inducción de TRK2 mediaría parte de la respuesta a la acción 
de la toxina killer análogamente a como interviene en los procesos de intoxicación 
provocados por la presencia de altas concentraciones de NaCl o LiCl en el medio 
extracelular (Garciadeblas et al., 1993; Mendoza et al., 1994). La desestabilización del 
potencial de membrana por acción de PMKT implicaría una situación de estrés celular donde 
los transportes acoplados de iones y nutrientes de bajo peso molecular quedarían alterados 
y en la que la inducción de todos los sistemas de transporte mencionados contribuiría a 
paliar los efectos negativos, al menos, durante un corto periodo de tiempo (Santos & 
Marquina, 2004a). De forma concordante con esta afirmación, otros genes implicados en la 
respuesta a estrés iónico y en la detoxificación de sodio se vieron regulados positivamente 
en presencia de la toxina PMKT, entre ellos: PHO84, que codifica para un transportador de 
alta afinidad de fosfato inorgánico (Pi) (Bun-Ya et al., 1991); PHO86, uno de los genes que 
interviene en el proceso de maduración de Pho84p facilitando su salida del retículo 
endoplasmático y su empaquetamiento en vesículas (Bun-Ya et al., 1996); PHO87, que 
codifica para un transportador de fosfato inorgánico de baja afinidad (Bun-Ya et al., 1996; 
Auesukaree et al., 2003); PHO89, que con un nivel de inducción de aproximadamente 20 




inorgánico acoplado a Na+ (Martínez & Persson, 1998; Pattison-Granberg & Persson, 2000); 
ZRT1, que codifica para un transportador de zinc localizado en la membrana plasmática que 
es el principal responsable del mantenimiento de la homeostasis de este catión en S. 
cerevisiae (Zhao & Eide, 1996; Gitan et al., 1998); CTR3, que codifica para un transportador 
de alta afinidad de cobre (Pena et al., 2000); PDR12, fuertemente inducido (Tabla 8) y que 
codifica para un transportador de tipo ABC localizado en la membrana plasmática que está 
implicado en la resistencia a estrés por la exposición a ácidos orgánicos débiles mediante la 
expulsión (ATP-dependiente) de aniones carboxilato solubles en agua (Piper et al., 1998); 
IST1, implicado en la tolerancia a altas concentraciones de sodio (Entian et al., 1999); y 
PTK2, una quinasa implicada en la regulación del transporte de iones a través de la 
membrana plasmática (Nozaki et al., 1996; Erez & Kahana, 2002).  
 
La regulación positiva de todos estos sistemas de transporte iónico por acción de 
PMKT, junto con los mencionados anteriormente en este apartado (detoxificación de Na+ y 
homeostasis de K+), así como el incremento significativo del nivel de sensibilidad mostrado 
por los mutantes de deleción para cada uno de esos genes (Tabla 8), reiteraría una vez más 
que la alteración de la permeabilidad de la membrana plasmática en las células sensibles 
responde al mecanismo de acción primario de la toxina killer (Santos & Marquina, 2004a). 
 
5.1.2 Síntesis y acumulación de osmolitos compatibles 
 
 Como ya se ha mencionado en el apartado 1.6.1, la activación de la ruta HOG en 
levaduras origina, entre otros posibles efectos, un aumento transitorio de la concentración 
de glicerol intracelular para compensar los niveles de osmolaridad externos y evitar las 
pérdidas de agua (Reed et al., 1987; Davis, 1993; Gustin et al., 1998). En S. cerevisiae la 
síntesis de glicerol se realiza a partir del intermediario glicolítico dihidroxiacetona fosfato, 
siendo reducido primeramente a glicerol 3-fosfato y posteriormente defosforilado para dar 
glicerol (Figura 20). Este primer paso del proceso es una reducción catalizada por la enzima 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Gpd), que depende de NAD y que está codificada por dos 
isogenes denominados GPD1 y GPD2. Mientras que GPD2 parece inducirse sólo en 
condiciones de anaerobiosis (Ansell et al., 1997; Costenoble et al., 2000) o cuando se inhibe 
la actividad respiratoria de la célula de forma directa o indirecta (Ansell et al., 1997; Ansell & 
Adler, 1999; Epstein et al., 2001), Gpd1p parece ser la isoforma principalmente responsable 
de la reducción en situaciones de estrés hiperosmótico (ruta HOG) (Albertyn et al., 1994; 
Pahlman et al., 2001). Estudios con mutantes han demostrado que la deleción de GPD1 
implica la aparición de un fenotipo osmosensible que es más severo en el caso del doble 




intracelular de glicerol y detectándose una gran acumulación de NADH (Ansell et al., 1997). 
La segunda etapa en la producción de glicerol (defosforilación) implica la actividad de la 
enzima glicerol-3-fosfatasa (Gpp), también codificada por dos isogenes (GPP1 y GPP2) 
(Norbeck et al., 1996; Phalman et al., 2001). A diferencia de los genes GPD, tanto GPP1 
como GPP2 se inducen en respuesta a estrés hiperosmótico bajo el control, al menos 
parcial, de la ruta HOG (Norbeck et al., 1996). Se ha comprobado que el doble mutante 
gpp1Δ/gpp2Δ manifiesta un fenotipo hipersensible cuando es expuesto a condiciones de alta 
osmolaridad, mientras que los mutantes de deleción GPP1 o GPP2 por separado no se ven 
afectados por el cambio. Este hecho indica que ambas enzimas pueden actuar de forma 
indiferente en el proceso de producción de glicerol (defosforilación) cuando se expresan en 
nivel suficiente durante estrés osmótico (Pahlman et al., 2001). 
 
 
Figura 20. Representación esquemática de las etapas principales del metabolismo intracelular del glicerol en S. 
cerevisiae. El proceso muestra interconexiones con otras rutas metabólicas como la glucolisis o la biosíntesis de glicerolípidos. 
En negro se muestran los intermediarios de la reacción global y en azul las proteínas que catalizan las reacciones de síntesis o 
degradación de dichos intermediarios. Las proteínas codificadas por genes cuyo nivel de expresión se vio regulado 
positivamente en presencia de la toxina PMKT (GLK1, aprox. 6; GPD1, aprox. 40; GPP2, aprox. 37; y DAK1, aprox. 8) 
aparecen destacadas con un rectángulo azul. Algunos miembros de la familia de genes HXT también fueron sobreexpresados 
en respuesta al tratamiento con la toxina (HXT1, aprox. 4; HXT5, aprox. 10; HXT11, aprox. 7; y HXT14, aprox. 6). La 
conversión de NADH a NADPH, con gasto asociado de una molécula de ATP, aparece representada en rojo. GAP, 
gliceraldehído fosfato; DHA, dihidroxiacetona; DHAP, dihidroxiacetona fosfato.  
 
Nuestros resultados mostraron que algunas de las enzimas implicadas en la síntesis 
de glicerol se sobreexpresaron significativamente tras la exposición a PMKT (Tabla 8), 
pudiéndose relacionar este hecho con el incremento transitorio del nivel de glicerol 




tratamiento con la toxina (Figura 12, A). De todos los genes inducidos, cabe destacar los 
niveles de expresión de: algunos miembros de la familia HXT, como HXT1, HXT5, HXT11 y 
HXT14, que en S. cerevisiae codifican para distintos transportadores que son responsables 
de la entrada de glucosa en la célula (Kruckeberg, 1996; Kruckeberg et al., 1998); GLK1, 
que codifica para una de las tres enzimas (glucoquinasa) responsables de catalizar la 
fosforilación de la glucosa en posición 6C durante la primera etapa (irreversible) del 
metabolismo intracelular de este azúcar (Gancedo et al., 1977; Herrero et al., 1995); STL1, 
que codifica para un transportador de glicerol acoplado a H+ (simporte) que se induce 
durante estrés osmótico cuando las células se encuentran en medios ricos en glucosa 
creciendo de forma exponencial (Posas et al., 2000; Rep et al., 2000; Yale & Bohnert, 2001; 
Ferreira et al., 2005); y, sobre todo, PBS2, GPD1 y GPP2, que resultaron ser tres de los 
transcritos con los niveles de inducción más elevados durante el proceso de intoxicación con 
PMKT (Tabla 8) y cuya participación en la síntesis de glicerol ha sido comentada 
anteriormente (Figura 20).  
 
En relación a los miembros de HXT, conviene tener en cuenta además la 
participación del factor de transcripción Rgt1 como elemento regulador de la expresión en 
respuesta a los niveles extracelulares de glucosa. En células que crecen activamente en 
presencia de mucha glucosa, Rgt1 se encuentra fosforilado y es incapaz de unirse a una 
secuencia consenso presente en los promotores de la mayoría de los genes de la familia 
HXT. De esta forma, la síntesis de los transportadores no se reprime y se permite un 
transporte de glucosa eficaz al interior (Kim et al., 2003). En presencia de la toxina PMKT las 
células presentaron un nivel de represión del gen RGT1 de aproximadamente 20 veces 
(Tabla 9). Este hecho podría estar indicando que al disminuir la síntesis del represor (Rgt1p) 
la síntesis de transportadores HXT se vería favorecida, de acuerdo con los resultados 
comentados anteriormente. Todas estas observaciones indicarían que el mecanismo de 
respuesta de la célula sensible a la acción de PMKT podría estar relacionado con, o 
desencadenar, la síntesis de glicerol. Puesto que se ha descrito que la toxina produce 
alteraciones en la membrana plasmática que afectan a su permeabilidad (Santos & 
Marquina, 2004a), los iones y metabolitos de bajo peso molecular acumulados en contra de 
gradiente en la célula sensible tenderían al equilibrio. De este modo, la inducción de la 
síntesis de glicerol podría ir encaminada a contrarrestar a corto plazo los efectos de PMKT 
(Figura 12). La producción de glicerol se pudo detectar a partir de los 30 primeros minutos 
de tratamiento con la toxina, alcanzando un valor máximo intracelular tras una hora. Este 
valor fue mucho menor en la cepa mutante carente del gen HOG1 (hog1∆). Dicha diferencia 
en los niveles de glicerol intracelular detectados (Figura 12, A) podría justificar la implicación 




respuesta a la toxina. Tras una hora en contacto con PMKT la concentración celular de 
glicerol disminuyó paulatinamente (Figura 12, A) como consecuencia de su salida al medio 
(Figura 12, B).  
 
Se ha comprobado que la activación de la ruta HOG inducida por estrés osmótico 
puede ponerse de manifiesto por la fosforilación de la proteína Hog1p (Rep et al., 1999; de 
Nadal et al., 2002; Westfall & Thorner, 2006; Choi et al., 2008). De este modo, se 
determinaron los niveles intracelulares de la proteína Hog1p fosforilada en la cepa sensible 
S. cerevisiae BY4743 tras la exposición a PMKT mediante Western Blot. Se observó la 
rápida fosforilación de Hog1p a partir de los primeros 10 minutos de tratamiento con la 
toxina y el mantenimiento de la señal hasta el final del experimento (Figura 13), indicando la 
activación permanente de la ruta HOG. Este hecho, la presencia de una señal de 
fosforilación permanente, podría atribuirse a la pérdida continua de glicerol detectada en las 
células sensibles (Figura 12, B) como consecuencia del mecanismo de acción desarrollado 
por la toxina; y podría confirmarse gracias a las observaciones previas realizadas por otros 
grupos de investigación, que comprobaron que ciertas cepas mutantes de S. cerevisiae que 
son incapaces de producir o retener glicerol muestran un alto grado de fosforilación de 
Hog1p de forma constante a lo largo del tiempo (Siderius et al., 2000). Se ha sugerido que 
una vez alcanzada una presión de turgor intracelular adecuada, determinada en parte por el 
nivel de glicerol, se produce la desactivación de la ruta de señalización HOG (Reiser et al., 
2003). Dicha regulación debida al turgor celular no se originaría en las células tratadas con 
PMKT, puesto que el glicerol se pierde de forma continua. La sobreexpresión del gen PBS2 
en respuesta a la toxina (20 veces aprox.; Tabla 8), que codifica para la MAPKK de la ruta 
HOG, podría estar ratificando, a nivel transcripcional, la activación postraduccional 
observada mediante la determinación del grado de fosforilación de Hog1p. 
 
Estos resultados pondrían de manifiesto una compleja interdependencia del 
mecanismo de acción de PMKT y la ruta de señalización HOG (Figura 22). Además, las 
conclusiones obtenidas del análisis basado en Northern Blotting para una selección de 
genes cuya expresión depende de Hog1p (Figura 11), donde se pudo observar una 
inducción permanente de la síntesis de ARNm, corroborarían la hipótesis de que la toxina 
genera un estímulo continuo en la célula sensible en el que iones y ciertos metabolitos 
intracelulares de bajo peso molecular como el glicerol (Figura 12) atravesarían la membrana 
plasmática de forma no regulada afectando a la homeostasis celular. Finalmente, esta 
ruptura progresiva del equilibrio homeostático a través de la membrana plasmática implicaría 
a un incremento de la tasa de mortalidad de las células intoxicadas, de acuerdo con los 




 Después del incremento inicial (30 minutos), el contenido intracelular de glicerol 
disminuyó progresivamente durante el tratamiento con PMKT hasta alcanzar valores 
ligeramente inferiores a los basales detectados a tiempo cero (Figura 12, A). Este hecho 
estaría de acuerdo con las observaciones previas realizadas por los autores Santos & 
Marquina (2004a), que pusieron de manifiesto la capacidad de la toxina para incrementar la 
permeabilidad de la membrana plasmática de las células sensibles durante el proceso de 
intoxicación (Santos & Marquina, 2004a). Cuando por diferentes mecanismos una célula 
pierde la capacidad de mantener el estado polarizado de su membrana plasmática, 
cualquier ion o metabolito acumulado en el citosol en contra de gradiente de concentración 
tenderá al equilibrio, estableciéndose un flujo de salida al exterior (ej: K+, ATP, glicerol). 
Estos procesos podrían justificar además la acidificación del pH intracelular observada 
simultáneamente al incremento del nivel extracelular de glicerol 30 minutos después de la 
adición de la toxina (Figura 12, B) y estaría de acuerdo con el hecho de que el tratamiento 
con PMKT provoca la pérdida de ciertos iones como por ejemplo el K+ (Figura 22) (Santos & 
Marquina, 2004a). La capacidad directa de la toxina para generar poros (canales no 
selectivos) en la membrana plasmática a través de los cuales el glicerol pudiese ser liberado 
al exterior, al menos durante los primeros momentos de la acción citotóxica de PMKT, se 
descartó de acuerdo con las observaciones previas realizadas por los autores Santos & 
Marquina (2004a). Estos estudios basados en Patch Clamp sugerían que la actividad de la 
toxina era, durante la fase temprana de su interacción con la célula sensible, responsable de 
la formación de canales iónicos no regulados por los que el glicerol no escaparía (Figura 
22). 
 
 Por otro lado, el glicerol puede proporcionar otros mecanismos de protección celular. 
El reciclaje del glicerol hasta dihidroxiacetona fosfato, junto a la actividad desarrollada por 
las enzimas Gpd y Gpp, completa un ciclo (actividad global transhidrogenasa) que es capaz 
de convertir NADH en NADPH con el gasto asociado de una molécula de ATP (Figura 20) 
(Norbeck & Blomberg, 1997; Godon et al., 1998). El NADPH es un donador de electrones 
que interviene en varios sistemas de defensa frente a estrés oxidativo (Santoro & Thiele, 
1997). Su obtención a partir del glicerol se consigue en dos etapas consecutivas, una 
reducción llevada a cabo por una enzima glicerol deshidrogenasa (dependiente de NADPH) 
que convierte el glicerol en dihidroxiacetona y una fosforilación por parte de una quinasa que 
transforma finalmente la dihidroxiacetona en dihidroxiacetona fosfato (Costenoble et al., 
2000). Esta última enzima (dihidroxiacetona quinasa) esta codificada por dos isogenes, 
DAK1 y DAK2 (Norbeck & Blomberg, 1997). La expresión de DAK1 en S. cerevisiae se ve 
incrementada en respuesta a distintos tipos de estrés, entre otros: estrés iónico (Norbeck & 




(Gash et al., 2000; Rep et al., 2000) y estrés oxidativo (Godon et al., 1998). Cuando S. 
cerevisiae se somete a condiciones de estrés osmótico por la presencia de NaCl en el 
medio, se produce la inducción simultánea de los genes GPD1, GPP2 y DAK1 (Norberck & 
Blomberg, 2000). Aunque su papel no está del todo claro, además de su función como 
sistema multienzimático con actividad transhidrogenasa para la obtención de NADPH, 
comentado anteriormente (Norbeck & Blomberg, 1997; Godon et al., 1998), es probable que 
este grupo de genes funcione también como complemento del sistema Fps1p en la 
regulación parcial de las reservas intracelulares de glicerol (Norbeck & Blomberg, 1997), 
como sistema detoxificador de dihidroxiacetona (Molin et al., 2003) o como componente de 
un ciclo fútil de ATP activado en situaciones de estrés para corregir las posibles alteraciones 
de los niveles de ATP intracelular (Blomberg, 2000). El tratamiento de la célula sensible con 
la toxina PMKT provocó, además del aumento de los niveles de transcripción de GPD1 y 
GPP2 descrito anteriormente, la inducción de la expresión de DAK1 (Tabla 8). De este 
modo, es posible que el ciclo de reciclaje de glicerol hasta dihidroxiacetona fosfato forme 
parte del mecanismo global de respuesta a la toxina. Y aunque esta contribución en la 
respuesta no puede ser determinada de forma rigurosa (formación de NADPH frente a 
estrés oxidativo, regulación de los niveles de glicerol intracelular, detoxificación de 
dihidroxiacetona, etc.), al menos la regulación positiva de este grupo de genes reitera la 
correlación entre las respuestas bioquímicas conocidas a estrés hiperosmótico y la 
respuesta al tratamiento con la toxina PMKT. Conviene destacar que, comparando los 
niveles de expresión de sendos genes (GPD1 -aprox. 40-, GPP2 -aprox. 37- y DAK1 -aprox. 
8-; Tabla 8), es muy probable que la contribución de este mecanismo de detoxificación en la 
respuesta global al proceso de intoxicación sea cuantitativamente menor que aquella 
generada por la síntesis de glicerol per se. Esta diferencia también quedaría patente al 
compararse los porcentajes de hipersensibilidad mostrados por cada uno de los mutantes de 
deleción para esos genes (Tabla 8). 
 
La trehalosa es un disacárido no reductor formado por dos moléculas de glucosa 
unidas por enlaces α que desempeña importantes funciones fisiológicas en levaduras y otros 
organismos (Elbein, 1974; Thevelein, 1984; Francois & Parrou, 2001). Se trata de un 
metabolito cuyo nivel intracelular en S. cerevisiae está determinado por la regulación 
enzimática de su ciclo de síntesis y degradación (Figura 21). Su síntesis está catalizada por 
un complejo enzimático, trehalosa sintasa (TPS), que está codificado por cuatro genes 
diferentes: TPS1, que codifica para la trehalosa-6-fosfato sintasa que cataliza la conversión 
de una molécula de UDP-glucosa y otra de glucosa-6-fosfato en una molécula de trehalosa-
6-fosfato; TPS2 (trehalosa-6-fosfato fosfatasa), que es responsable de la síntesis de 




codifican para dos subunidades reguladoras del complejo TPS (Francois & Parrou, 2001). 
Todos estos genes constituyentes del complejo TPS se inducen en respuesta a distintos 
tipos de estrés, incluyendo estrés osmótico (Winderickx et al., 1996). En este proceso de 
síntesis habría que tener también en cuenta la participación de otras enzimas capaces de 
aportar algunos de los intermediarios necesarios en la reacción (Figura 21). Entre estas 
enzimas, cabe destacar la actividad de: las hexoquinasas Hxk1p y Hxk2p (codificadas por 
los genes HXK1 y HXK2, respectivamente) y la glucoquinasa Glk1p (GLK1), inducidas 
diferencialmente en respuesta a distintos factores ambientales (Gancedo et al., 1977; Lobo 
& Maitra, 1977; Fernández et al., 1986; Herrero et al., 1995; Rodríguez et al., 2001) y que 
catalizan la producción (irreversible) de glucosa-6-fosfato a partir de glucosa; la UDP-
glucosa pirofosforilasa (gen UGP1), que cataliza la formación (reversible) de UDP-glucosa a 
partir de glucosa-1-fosfato y UTP (Daran et al., 1995, 1997; Nishizawa et al., 2001); y la 
fosfoglucomutasa (gen PGM2), que de forma reversible cataliza la conversión de la glucosa-
1-fosfato procedente del metabolismo de la galactosa o la hidrólisis del glucógeno en 
glucosa-6-fosfato (Toi & Douglas, 1964; Kukuruzinska et al., 1987; Oh & Hopper, 1990).  
 
 
Figura 21. Representación esquemática del ciclo de síntesis y degradación intracelular de 
trehalosa. Algunas de las etapas que constituyen este ciclo (glucosa → glucosa 6-P) se comparten 
con el proceso de glucolisis. En negro se muestran los intermediarios de la reacción global y en 
azul las proteínas que catalizan las reacciones de síntesis o degradación de dichos intermediarios. 
Las proteínas codificadas por genes cuyo nivel de expresión se vio regulado positivamente en 
presencia de la toxina PMKT (GLK1, aprox. 6; TPS1, aprox. 11; TSL1, aprox. 4; y NTH1, aprox. 3) 
aparecen destacadas con un rectángulo azul. 
 
El proceso de hidrólisis de la trehalosa está regulado por dos sistemas enzimáticos 
diferentes, una trehalasa neutra codificada por NTH1 o NTH2 (Kopp et al., 1993; Nawaka et 
al., 1995) y una trehalasa ácida codificada por el gen ATH1 (Destruelle et al., 1995). De 
ellas, Nth1p parece ser la única enzima capaz de catalizar la movilización intracelular de 




exponencial en un medio con glucosa (Figura 21) (Nawaka & Holzer, 1998; Nawaka et al., 
1995; Parrou et al., 1999; Jules et al., 2008). El nivel intracelular de trehalosa que resulta de 
este ciclo de síntesis y degradación es el que determina su función fisiológica. En S. 
cerevisiae se ha comprobado, por un lado, su capacidad para servir como carbohidrato de 
reserva (Lillie & Pringle, 1980), acumulándose en el interior de la célula durante la fase 
estacionaria y siendo rápidamente movilizada al reanudarse los procesos de crecimiento 
(Munch et al., 1992; Jules et al., 2005); y por otro, su capacidad para funcionar como agente 
protector de estructuras celulares específicas (proteínas y membranas biológicas) frente a 
ciertos tipos de estrés ambiental (Van Laere, 1989; Wiemken, 1990; Singer & Lindquist, 
1998a, 1998b), entre los que se incluyen: choque térmico (De Virgilio et al., 1994, Lewis et 
al., 1995), estrés por congelación (Lewis et al., 1995), deshidratación y desecación (Gadd et 
al., 1987; Hottiger et al., 1987; D'Amore et al., 1991), y la exposición a sustancias químicas 
tóxicas (Attfield, 1987). Su función como agente osmoprotector fue comprobada por 
Mackenzie et al. (1988) y Hounsa et al. (1998), relacionándose directamente el nivel 
intracelular de trehalosa con la supervivencia de la levadura cuando esta es expuesta a 
condiciones de estrés osmótico severo. De forma contraria, se ha descrito que la trehalosa 
no se acumula en concentraciones significativas en los casos de estrés mediados por la 
presencia de sal en el medio (Zähringer et al., 1997; Nwaka & Holzer, 1998). Teniendo en 
cuenta las enzimas que intervienen en el proceso de síntesis e hidrólisis, la presencia de 
altas concentraciones intracelulares de Glk1p y Nth1p (Figura 21) podría explicar el hecho 
de que la trehalosa no se acumule como osmoprotector en condiciones de estrés salino. 
Esta síntesis y degradación de trehalosa, junto con la producción de glicerol, juega un papel 
clave en la protección frente a altas concentraciones de sal. Esta afirmación, también 
basada en cambios de expresión génica, ha sido propuesta previamente (Nwaka & Holzer, 
1998) y confirmaría nuevamente el hecho de que PMKT genera una respuesta HOG muy 
similar a aquellas obtenidas frente estrés hiperosmótico.  
 
Al igual que en el caso del glicerol, genes implicados la movilización de trehalosa 
como TPS1, TSL1 y NTH1 fueron inducidos en respuesta a la acción de la toxina PMKT 
(Tabla 8). Teniendo en cuenta los valores de inducción obtenidos para cada uno de esos 
genes (11, 4 y 3, respectivamente), podría asumirse que, en presencia de la toxina, el 
metabolismo relacionado con la trehalosa está dirigido hacia la síntesis de la misma (Figura 
21), pudiendo complementar la acción del glicerol en su protección frente al estrés 
producido. Sin embargo, puesto que los mutantes de deleción carentes de cada uno de esos 
genes (TPS1, TSL1 y NTH1) presentaron una sensibilidad a la toxina muy parecida a la 
cepa sensible tipo, es posible que este nivel de acumulación de trehalosa no sea suficiente y 




5.2. Mecanismos generales de respuesta a estrés 
 
 En S. cerevisiae se ha comprobado que aproximadamente el 66% de todo el genoma 
conocido está implicado en la respuesta adaptativa transitoria a varios tipos de estrés 
diferentes (calor, ácido, álcali, H2O2, NaCl, sorbitol y crecimiento diaúxico) (Causton et al., 
2001). Asimismo, se ha demostrado que más de un 10% de los genes que son inducidos o 
reprimidos en estas condiciones se comportan como un grupo con identidad propia que 
aparece de forma común en cada uno de los tipos de estrés ensayados, definiéndose por 
tanto como genes específicos de respuesta a estrés ambiental. Cuando una célula es 
sometida a una situación de estrés, la respuesta que se genera suele incluir dos 
componentes fundamentales: por un lado, elementos implicados en la protección específica 
contra esa forma de estrés; y por otro, elementos encargados de proteger a la célula frente a 
daños más generales, que se producen de forma común por tipos de estrés muy diferentes. 
Este mecanismo general de respuesta implica principalmente cambios en el programa 
transcripcional que culminan con la síntesis de proteínas cuyas funciones ejercen una 
protección frente a los efectos negativos provocados por el estrés, habiéndose descrito que 
la exposición a un tipo de estrés concreto incrementa fuertemente su capacidad de 
resistencia a otro diferente (Causton et al., 2001). De todas estas proteínas, el grupo de las 
HSPs (Heat Shock Proteins) o proteínas de choque térmico, muy conservado en eucariotas 
y procariotas (Ellis & van der Vies, 1991; Gething & Sambrook, 1992), juega un papel clave 
en el establecimiento de un correcto sistema de protección (Lindquist & Craig, 1988). En 
condiciones normales, las HSPs se expresan de forma constitutiva funcionando, bien como 
chaperonas moleculares que favorecen el plegamiento correcto de ciertas proteínas, o bien 
como elementos reguladores de algunos procesos metabólicos básicos para el crecimiento y 
la supervivencia celular (termotolerancia, glucolisis y poliubiquitinación) (Parsell & Lindquist, 
1994). En un principio su inducción quedó demostrada por el tratamiento con altas 
temperaturas (choque térmico), comprobándose posteriormente la implicación de otros 
muchos tipos de estrés ambiental diferentes (Lindquist & Craig, 1988; Watson, 1990; Nover, 
1991; Yamamoto et al., 2007).  
 
En S. cerevisiae, los genes heat shock están regulados principalmente gracias a la 
actividad de un factor de transcripción denominado Heat Shock Factor (HSF) que está 
codificado por el gen HSF1 (Wiederrecht et al., 1988). Ciertas regiones hidrofóbicas de 
Hsf1p median la formación del un homotrímero que es capaz de interaccionar con 
secuencias específicas del ADN (múltiples repeticiones invertidas de la secuencia nGAAn) 
conocidas como elementos de respuesta al choque térmico o HSE (Heat Shock Element) 




eucariotas, la trimerización y unión al ADN se produce tras una activación por calor (Sorger 
et al., 1987). Sin embargo, en S. cerevisiae el HSF se encuentra unido al HSE de forma 
constitutiva, quedando expuestos sus dominios activadores de la transcripción sólo tras la 
inducción por calor (Jakobsen & Pelham, 1988; Gross et al., 1990). La transcripción de los 
genes regulados por HSF, con secuencias HSEs incluidas en sus promotores, codifican para 
diversos tipos de HSPs, chaperonas, enzimas metabólicas y proteínas de la pared celular 
(Trott & Morano, 2003; Hahn et al., 2004; Yamamoto et al., 2005). Aunque la actividad 
transcripcional del factor está estrechamente relacionada, en un extenso rango de 
temperaturas, con el nivel de fosforilación del mismo (diferencias entre el estado basal y el 
inducido) (Sorger, 1990, 1991), aún se desconoce el mecanismo exacto por el cual la 
fosforilación podría activar a HSF. Otro factor de transcripción que juega un papel importante 
en la regulación de la expresión de los genes heat shock y de otros genes implicados en la 
respuesta general a estrés es Msn2p/4p (Ferguson et al., 2005), habiéndose comprobado su 
activación en situaciones de estrés osmótico, estrés oxidativo, disponibilidad limitada de 
glucosa, pH extracelular bajo, exposición a ácido sórbico y tratamiento con etanol (Martínez-
Pastor et al., 1996; Schmitt & McEntee, 1996; Gasch, et al., 2000; Causton, et al., 2001). En 
este caso, la activación del factor implica su unión a elementos específicos denominados 
STREs (Stress Response Elements), con secuencia consenso 5'-CCCCT-3', localizados en 
los promotores de muchos genes de respuesta a estrés, como por ejemplo HSP42, DDR2 y 
CTT1 (Marchler et al., 1993; Kobayashi & McEntee, 1993). Algunos de esos genes, como 
HSP12 y HSP30 (Varela et al., 1995; Haitani et al., 2006), contienen incluso ambas 
secuencias HSEs y STREs en sus promotores. 
 
 El porcentaje de genes relacionados con la respuesta general a estrés que se reguló 
positivamente tras la exposición de la levadura sensible a PMKT fue del 17%. De todos esos 
genes, aquellos implicados en la síntesis de HSPs (HSP12, HSP104, HSP82, HSP26, 
DDR2, SSA2, SSB2 y SSA1) tuvieron una representación del 50%, adquiriendo además 
niveles de expresión altamente significativos en respuesta a la toxina killer (Tabla 8) (Figura 
22). La proteína Hsp12p mostró una tasa de inducción de aproximadamente 57 veces su 
nivel basal, la más alta registrada. Se trata de una proteína de bajo peso molecular (12 kDa) 
localizada en la membrana plasmática que interviene en la protección frente a la pérdida de 
agua intracelular (Praekelt & Meacock, 1990; Garay-Arroyo et al., 2000; Sales et al., 2000). 
Su expresión se ve incrementada en respuesta a varios tipos de estrés diferentes, 
incluyendo la exposición a etanol, procesos oxidativos y baja disponibilidad de glucosa 
(Praekelt  & Meacock, 1990; Jamieson et al., 1994; Piper et al., 1994; Varela et al., 1995). 
Esta sobreexpresión de HSP12 también ha sido comprobada en el caso de estrés 




translocación al núcleo de algunos de los factores de transcripción regulados por la proteína 
Hog1p fosforilada (Martínez-Pastor et al., 1996; Görner et al., 1998; Rep et al., 1999). 
Asimismo, otro gen inducido por choque hiperosmótico y regulado por HOG, HSP26 (Varela 
et al., 1992), que codifica para una chaperona citosólica de bajo peso molecular que suprime 
la formación de agregados de proteínas con plegamiento incorrecto (Bentley et al., 1992), se 
sobreexpresó en respuesta a la toxina killer. Por otro lado, el tratamiento con PMKT indujo la 
transcripción otras HSPs reguladas de forma independiente a la activación de la ruta HOG. 
Entre ellas: la Hsp104p, esencial para la termotolerancia inducida en levaduras (Sánchez et 
al., 1992; Linquist & Kim, 1996), que media la renaturalización (ATP-dependiente) de 
proteínas a partir de agregados insolubles una vez producido el daño celular (Parsell et al., 
1994; Schirmer et al., 1996); la Hsp82p, que en S. cerevisiae constituye la isoforma inducible 
por estrés de la chaperona molecular Hsp90p de mamíferos (Borkovich et al., 1989; Nathan 
et al., 1997) y que interviene en la activación de ciertas quinasas y factores de transcripción 
implicados en diversos procesos de señalización celular (Picard, 2002; Burnie et al., 2006); 
la proteína codificada por el gen DDR2, que se ve fuertemente inducida por choque térmico 
y por tratamientos que provocan alteraciones en el ADN (Kobayashi et al., 1996), estando el 
primero de estos procesos regulados de forma independiente a la actividad del HSF 
(Kobayashi & McEntee, 1990); las chaperonas citoplasmáticas Ssa1p y Ssa2p, ambas 
pertenecientes a la familia de las HSP70 (Werner-Washburne, et al., 1987), que se expresan 
de forma constitutiva en la célula y que regulan la síntesis, el transporte y la intervención de 
ciertas proteínas en el proceso de respuesta a estrés (Bush & Meyer, 1996; Kim et al., 1998; 
Shulga et al., 1999; Satyanarayana et al., 2000; Cashikar et al., 2005; Haslbeck et al., 2005); 
y Ssb2p, también perteneciente al grupo de las HSP70 (Werner-Washburne, et al., 1987), 
que es una chaperona localizada en el ribosoma de la célula que forma parte del complejo 
RAC (Ribosome Associated Complex) (Pfund et al., 2001) y que contribuye al correcto 
plegamiento de las proteínas que se están sintetizando (Becker & Craig, 1994; Bukao & 
Horwich, 1998).  
 
El análisis de los perfiles de expresión de las HSPs inducidas durante el experimento 
reveló ciertas semejanzas con el patrón de HSPs que se sobreexpresa de forma común 
durante la respuesta general a distintos tipos de estrés (Causton et al., 2001) y con el que se 
sobreexpresa durante la respuesta específica al tratamiento por acetaldehído (Aranda et al., 
2002). De forma global, exceptuando el caso de Hsp12 y Hsp26 comentado anteriormente, 
se pudo comprobar que la mayoría de estas HSPs inducidas durante el tratamiento con 
PMKT no están implicadas en la regulación de la respuesta transcripcional a situaciones de 
estrés hiperosmótico. De hecho, este patrón de HSPs que interviene en la respuesta a la 




osmótico determinados por otros investigadores (Yale & Bohnert, 2001), indicando que 
distintos grupos de HSPs podrían tener diferentes objetivos funcionales según respondiesen 
a estrés osmótico o a PMKT. La sensibilidad incrementada a la toxina de prácticamente 
todos los mutantes de genes HSPs confirmaría la gran implicación de estas proteínas en el 
mecanismo de respuesta a la acción citotóxica de la toxina, destacando sobre todo el papel 
de la Hsp12, la Hsp26 y la proteína DDR2 (Figura 22). 
 
 
Figura 22. Mecanismo de acción propuesto para PMKT y respuesta transcripcional en S. cerevisiae. La toxina 
interacciona con la membrana plasmática, de forma directa o indirecta, a través de un mecanismo desconocido que conduce al 
desequilibrio de la homeostasis celular (?). Se ha comprobado que el tratamiento con PMKT induce el paso de iones 
fisiológicos (H+, K+ y Na+) y metabolitos de bajo peso molecular (ej: glicerol) a través de la membrana plasmática (Santos & 
Marquina, 2004a). Estas alteraciones son detectadas por la célula sensible de una forma aún no caracterizada (ej: cambios en 
la presión de turgor o alteraciones del nivel de osmolaridad intracelular) que provoca la activación de una respuesta 
transcripcional a través de la fosforilación de Hog1p. Genes como ENA1 y TRK2 se inducen para tratar de evitar los procesos 
de intoxicación metabólica provocados por la entrada de Na+ en la célula y para restablecer los niveles intracelulares de K+. 
Genes implicados en la respuesta a estrés general (ej: CTT1, HSP12, HSP26, DDR2, etc.) y genes como GPD1 y GPP2, 
implicados en la síntesis de glicerol, se sobreexpresan también para contrarrestar la acción citotóxica de la toxina. La pérdida 
de glicerol e iones fisiológicos de la levadura sensible conducen al proceso de muerte celular. En negro se representan los 
intermediarios de reacción y las proteínas más relevantes que intervienen en el proceso global. En azul se representan algunos 
de los genes sobreexpresados en respuesta a la toxina PMKT. La proteína Stl1p y algunos miembros de la familia HXT  
también se regularon positivamente tras el tratamiento con la toxina. GAP, gliceraldehído fosfato; DHAP, dihidroxiacetona 





Además de las HSPs inducidas, nuestros resultados mostraron un incremento de la 
expresión de otras proteínas relacionadas con la respuesta a estrés tras la exposición a 
PMKT (Tabla 8), destacando sobre todo la inducción de Ctt1p (catalasa T citosólica) y 
Sch9p. La función fisiológica de la catalasa T aún se desconoce, pero se cree que podría 
jugar un papel importante, junto con la catalasa A (Cta1p), en la protección celular frente a 
los efectos perjudiciales producidos por especies reactivas de oxígeno (ROS) cuando el 
principal sistema de acción antioxidante GSH (tripéptido glutation) está inactivo (Grant et al., 
1998). La expresión del gen CTT1 está regulada por múltiples tipos de estrés diferentes: 
estrés osmótico, estrés oxidativo, choque térmico, baja disponibilidad de glucosa, presencia 
de ácidos débiles o etanol, etc. (Marchler et al., 1993). Al incrementarse la osmolaridad del 
medio extracelular, la sobreexpresión de CTT1 ocurre rápidamente a través de la ruta HOG 
mediante la activación de los factores de transcripción Msn2p/4p (Belazzi et al., 1991), 
resultando ser esta sobreexpresión muy importante para la asegurar viabilidad celular bajo 
condiciones de estrés osmótico severo (Schuller et al., 1994). Durante este periodo de 
osmoadaptación, la quinasa Sch9p, a través de la activación de Sko1p y junto a Hog1p, 
interviene en la regulación de los niveles de expresión de CTT1 y otros genes de respuesta 
a estrés actuando como activador transcripcional (Roosen et al., 2005; Pascual-Ahuir & 
Proft, 2007). Se ha comprobado que la deleción de los genes CTT1 (Schuller et al., 1994) y 
SCH9 (Pascual-Ahuir & Proft, 2007) provoca un incremento en la sensibilidad a condiciones 
de estrés hiperosmótico. Un resultado similar pudo observarse tras el tratamiento de los 
mutantes sch9Δ y ctt1Δ con PMKT, indicando nuevamente en este caso la posible existencia 
de un mecanismo análogo de respuesta a la toxina killer y a los niveles elevados de 
osmolaridad en el medio extracelular (Figura 22).  
 
PMKT indujo también la sobreexpresión del factor de transcripción YAP1, que 
interviene en la respuesta frente a estrés oxidativo (Kuge et al., 1997; Toone & Jones, 1999; 
Temple et al., 2005; Brombacher et al., 2006) y que parece ser el factor responsable del 
rápido establecimiento de una respuesta transcripcional transitoria en estas condiciones 
(Lucau-Danila et al., 2005). Yap1p se une, in vivo, a promotores de genes que no se regulan 
automáticamente de forma positiva, quedando esta acción condicionada por su localización 
celular (Kuge et al., 1997; Gulshan et al., 2005) y regulándose negativamente por el sistema 
de la tiorredoxina (TRR1, TRX2) (Izawa et al., 1999; Carmel-Harel et al., 2001) y por el de la 
calcineurina (Yokoyama et al., 2006). El tratamiento con ciertos agentes antifúngicos 
(benomilo) también induce la sobreexpresión de YAP1, habiéndose comprobado que el 
patrón de genes regulados por este factor de transcripción en estas condiciones es diferente 
al que se observa tras la exposición a H2O2 u otros agentes químicos que alteren el estado 




forma similar, el incremento del nivel de expresión de YAP1 observado tras el tratamiento de 
la célula sensible con PMKT, cuya contribución substancial a nivel global se justificaría por la 
alta sensibilidad del mutante Yap1Δ, podría provocar la activación de un determinado grupo 
de genes de acuerdo con la naturaleza química específica de la toxina killer.  
 
5.3. Determinación del receptor secundario de la toxina killer PMKT 
 
5.3.1. Proteínas con anclaje tipo GPI como posibles receptores funcionales de la 
toxina PMKT 
 
 En S. cerevisiae se ha comprobado que al menos un 20% (1200 genes) del genoma 
conocido está directa o indirectamente relacionado con la pared celular (de Groot et al., 
2001), indicando que su arquitectura constituye una parte importante del metabolismo global 
de la levadura. A pesar de su aparente rigidez, la pared celular es una estructura dinámica, 
en continua remodelación, cuya regulación depende del perfecto equilibrio entre las rutas de 
síntesis y degradación de las macromoléculas que la integran y de la capacidad de 
secreción dirigida de enzimas activas y componentes específicos en las zonas donde son 
requeridos (Cid et al., 1995). El resultado de estos procesos de síntesis y degradación 
supone la determinación de la composición específica de la pared, habiéndose comprobado 
su dependencia directa a los cambios del entorno, al estado fisiológico de la célula y al ciclo 
celular (Biely, 1978; Díaz et al., 1992; Cid et al., 1995).  
 
En este contexto, con el objetivo principal de profundizar en el mecanismo de acción 
de PMKT y, específicamente, identificar aquellas proteínas de la periferia celular que 
pudiesen estar implicadas en la actividad killer de PMKT como receptores, se estudió la 
supervivencia a la toxina de una colección de mutantes de deleción de genes no esenciales 
que codifican proteínas localizadas o relacionadas con la periferia celular (Tabla 10). Este 
estudio reveló que la sensibilidad a PMKT podía verse incrementada o disminuida en dichos 
mutantes (protoplastos y células completas), mostrándose así un fenotipo más sensible o 
resistente, respectivamente. En este caso, a diferencia de lo descrito en los estudios de la 
respuesta transcripcional a la toxina, donde el nivel de hipersensibilidad de los mutantes de 
deleción de los genes sobreexpresados podía justificar en sentido amplio su grado de 
participación en la respuesta celular a la acción de la toxina, el aumento de la resistencia 
pudo relacionarse directamente con la pérdida de algún componente necesario para el 
correcto desarrollo de la actividad killer. En general, como resultado del experimento, pudo 
comprobarse que la deleción individual de la mayoría de los genes estudiados, con un 




células completas a PMKT (Tabla 10). Este hecho estaría indicando que solamente un grupo 
reducido de proteínas y estructuras específicas están directamente relacionadas con la 
actividad de la toxina a nivel de la periferia celular, como por ejemplo las codificadas por los 
genes LAS21, DFG5, CWP1 y CWP2, entre otros. 
 
Resultó de particular interés en la determinación del receptor de PMKT el análisis de 
la sensibilidad y la capacidad de unión a la toxina en los mutantes implicados en la síntesis e 
inserción de la fracción GPI (Tabla 11). El anclaje GPI (glucosil fosfatidil inositol) es un 
complejo de glucofosfolípidos que se añade a nivel postraduccional en el extremo C-terminal 
de ciertas proteínas durante su procesamiento a lo largo de las rutas secretoras de las 
células, después de que hayan sido translocadas al interior del retículo endoplasmático 
(Ferguson et al., 1988; Homans et al., 1988; Gerber et al., 1992; Sipos et al., 1994; Orlean & 
Menon, 2007). Este tipo de anclaje, cuya estructura interna básica incluye una molécula de 
etanolamina fosfato, un complejo trimanósido, una molécula de glucosamina y otra de 
inositol fosfato en este orden (Figura 23) (Fankhauser et al., 1993; Ikezawa, 2002; Imhof et 
al., 2004), es utilizado por la mayoría de los eucariotas para expresar y localizar proteínas 
en la superficie celular (Englund, 1993; McConville & Ferguson, 1993). En el caso de S. 
cerevisiae y de otras levaduras, una pequeña parte del total de proteínas GPI translocadas a 
la periferia celular permanece unida permanentemente a la membrana plasmática, mientras 
que la gran mayoría es sometida a un procesamiento posterior capaz de integrarlas en sitios 
específicos de la pared celular mediante la unión covalente a la fracción glucano de la 
misma (Kapteyn et al., 1999; Mayor & Riezman, 2004; Pittet & Conzelmann, 2007). Para 
demostrar que el mecanismo de acción de la toxina estaba mediado a través de una 
proteína GPI, se estudió un grupo de mutantes que tenían alterada la capacidad de 
biosíntesis de este sistema de anclaje proteico de acuerdo con las investigaciones previas 
realizadas por otros autores (Leidich & Orlean, 1996; Taron et al., 2000). Todos los mutantes 
ensayados (las21Δ, gwt1Δ, gpi8Δ, gpi10Δ, gpi13Δ, gpi14Δ, gpi16Δ y gpi19Δ) mostraron un 
incremento significativo del nivel de resistencia al tratamiento con PMKT, acompañado de 
una reducción simultánea de la capacidad de unión de la toxina a células completas y a 
protoplastos (Tabla 11). Este hecho justificaría que la deleción de estos genes relacionados 
con el anclaje GPI supone una reducción cuantitativa en el número de proteínas que actúan 
como receptor funcional de la toxina killer, tanto a nivel de la membrana plasmática como de 
la pared celular. Asimismo, podría indicar la implicación de dicha molécula en la acción de la 
toxina o también la existencia de un receptor unido a la periferia celular mediante este tipo 







Figura 23. Estructura interna básica del sistema de anclaje GPI determinada a partir del estudio de varias especies 
distintas de levaduras (Frankhauser et al., 1993; Imhof et al., 2004). El sistema de anclaje incluye: una molécula de fosfatidil 
inositol, una molécula de glucosamina no acetilada (GlcN), tres residuos de manosa (Man 1-3) y una molécula de etanolamina 
fosfato. A cada una de las manosas se unen residuos de distinta naturaleza, cuya composición y distribución puede variar entre 
las distintas especies estudiadas (McConville & Ferguson, 1993). Por su particular interés en este trabajo, conviene destacar la 
naturaleza del residuo R1, manosa α (1-2). El sistema GPI se encuentra anclado a la membrana plasmática a través de un 
diglicérido que está unido a la molécula de fosfatidil inositol. El extremo C-terminal de la proteína se une a la molécula de 
etanolamina fosfato. El tratamiento con PI-PLC (en rojo) cataliza la hidrólisis del enlace fosfato de la molécula de fosfatidil 
inositol en el complejo GPI. 
 
  Del grupo de genes comentado anteriormente, cuyas proteínas respectivas podían 
relacionarse directamente con la actividad de la toxina killer a nivel de la periferia celular 
(LAS21, DFG5, CWP1 y CWP2, entre otros), el mutante de deleción cwp2Δ fue el único 
completamente resistente al tratamiento con PMKT (Tabla 10), indicando que Cwp2p está 
probablemente implicado en el proceso de interacción con la toxina funcionando como un 
receptor. En el proceso de maduración de Cwp2p a lo largo de la ruta secretora de la 
levadura, la secuencia señal específica situada en el extremo C-terminal de la proteína es 
eliminada en su entrada al retículo endoplasmático y remplazada por un complejo GPI 
previamente sintetizado. Posteriormente, la proteína es transportada en vesículas hasta la 
membrana plasmática, donde se escinde la fracción lipídica del anclaje GPI para finalmente 
quedar unida de forma covalente a los (1→6)-β-glucanos de la pared celular mediante un 
remanente GPI constituido únicamente por los residuos de manosa (Caras et al., 1987; van 
der Vaart et al., 1995; Kapteyn et al., 1999b).  
 
La proteína Cwp2p es uno de los principales componentes de la fracción 
manoproteica de la pared celular y juega un papel importante en la estabilización de su 




por niveles bajos de pH (Skrzypek et al., 1997, 2000). Ciertas cepas de S. cerevisiae 
denominadas SLC (Sphingolipid Compensatory) son incapaces de crecer en condiciones de 
pH ácido cuando carecen de esfingolípidos. Estudios llevados a cabo con variantes de estas 
cepas, LprR, portadoras del gen supresor LPR que permite el crecimiento a pH 4,1 en 
ausencia de esfingolípidos, demostraron que la capacidad de las cepas SLC para generar 
un flujo neto de salida de H+ y regular así su pH intracelular dependía de la actividad del gen 
CWP2 (Skrzypek et al., 2000).  
 
Por otro lado, LAS21 (YJL062W) codifica una proteína localizada fundamentalmente 
en la membrana plasmática que es necesaria para el mantenimiento de la integridad de la 
pared celular (Toh-e & Oguchi, 1998; Benachour et al., 1999). Está implicada en la síntesis 
del complejo GPI mediante la adición (actividad transferasa) de una molécula de 
etanolamina fosfato a la (1→6)-α-manosa que forma parte de la estructura interna básica de 
dicho complejo (Figura 23). Puesto que la unión covalente de las proteínas GPI a los (1→6)-
β-glucanos de la pared celular se lleva a cabo mediante un remanente constituido por estos 
residuos de manosa, cabría esperar la posible existencia de alteraciones en el anclaje de los 
(1→6)-β-glucanos en el mutante las21Δ.  
 
Teniendo en cuenta que los receptores primarios de PMKT son (1→6)-β-glucanos 
(Santos et al., 2000) y que los receptores secundarios parecen estar relacionados con GPI, 
las bases en el establecimiento de la resistencia de los mutantes las21Δ y cwp2Δ resulta 
evidente. A pesar de que sería necesario la realización de otros estudios más exhaustivos 
sobre el tema, los resultados obtenidos en el presente trabajo (Tablas 10 y 11) sugieren que 
tanto la forma madura como el precursor anclado a GPI de la proteína Cwp2p podrían estar 
implicados en el mecanismo de acción de PMKT, sobre todo porque, tanto células 
completas como protoplastos del mutante sensible cwp2Δ, mostraron una reducción 
significativa de su capacidad de unión a la toxina. Esta vinculación de la proteína Cwp2p al 
proceso de recepción de la toxina, ya sea en forma de precursor GPI o en su forma madura, 
podría quedar nuevamente justificada por los resultados siguientes: primero, que el resto de 
los protoplastos de mutantes específicos relacionados con la biosíntesis del sistema de 
anclaje GPI también mostraron una importante disminución de la capacidad de unión a la 
toxina (Tabla 11); segundo, que el pretratamiento de protoplastos de la cepa tipo con la 
fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol (PI-PLC), que cataliza la hidrólisis del enlace 
fosfato de la molécula de fosfatidil inositol en el complejo GPI (Figura 23), provocó la 
anulación total de la capacidad de unión a PMKT; y tercero, que la incorporación de Cwp2p 
en la bicapa lipídica de liposomas construidos artificialmente se correlacionó directamente 




5.3.2. Caracterización de Cwp2p como receptor secundario de la toxina PMKT 
 
Los resultados de los experimentos llevados a cabo en el presente estudio, en los 
que se ha comparado el perfil de resistencia/sensibilidad de la levadura sensible tipo con el 
de ciertos mutantes de deleción para genes implicados en la biosíntesis del complejo GPI, 
han demostrado que las proteínas que incluyen este tipo de anclaje proteico en su 
estructura son capaces de conferir sensibilidad a la toxina PMKT (Tabla 11). Sin embargo, 
teniendo en cuenta el elevado número de proteínas que presentan el complejo GPI como 
sistema de anclaje a la periferia celular en levaduras (de Nobel & Lipke, 1994; van der Vaart 
et al., 1997), resulta difícil demostrar de forma inequívoca la capacidad de Cwp2p para 
actuar como receptor funcional de la toxina, incluso a pesar de la completa falta de 
adsorción existente entre PMKT y los protoplastos de mutantes cwp2Δ (Tabla 11). Para 
comprobar esta posible interacción directa entre ambas proteínas, y con objeto de aislar y 
purificar el receptor de la toxina situado en la periferia de la célula, extractos de la pared 
celular y de la membrana plasmática de la levadura sensible tipo y del mutante cwp2∆ se 
sometieron a cromatografía de afinidad utilizando una matriz cromatográfica formada por 
pustulano y sepharosa 6B en la que previamente se había inmovilizado PMKT (Figuras 14 y 
15). En el caso de la cepa sensible tipo, después de llevar a cabo la elución de las proteínas 
retenidas en la matriz, la resolución mediante PAGE-SDS de los extractos recogidos 
demostró la existencia de dos bandas diferentes: una de 18 kDa de masa molecular, 
directamente relacionada con la toxina PMKT (Santos & Marquina, 2004b), y otra de        
180 kDa. Puesto que en el análisis simultáneo de los extractos proteicos procedentes del 
mutante cwp2Δ no se detectó la presencia de la banda de 180 kDa, se pudo llegar a la 
conclusión de que dicha banda podría corresponder a la proteína Cwp2p (Figura 14).  
 
Como se ha comentado en el apartado 4.10, la comparación entre la masa molecular 
de la banda obtenida (180 kDa) y la masa molecular de la forma madura de Cwp2p          
(5,5 kDa) (Pallier et al., 1993; van der Vaart et al., 1995), calculada a partir de su secuencia 
aminoacídica (SGD) tras la eliminación del péptido señal y el procesamiento 
postraduccional, puso de manifiesto una substancial diferencia. Por ello, se hizo necesario 
confirmar la naturaleza de la proteína aislada mediante espectrometría de masas MALDI-
TOF-MS. Después de analizar, tanto las alícuotas eluidas de la cromatografía de afinidad 
como las extraídas directamente a partir de la banda resuelta en PAGE-SDS, se pudo 
comprobar la presencia de un único pico de proteína de 11,7 kDa, de nuevo mayor que el 
valor estimado para la forma madura de Cwp2p. Estas diferencias podrían quedar 
justificadas por el grado de glicosidación de la proteína. En primer lugar, se ha descrito que 




serina en la región C-terminal, lo que incrementa fuertemente la probabilidad de que 
presente un alto grado de O-glicosidación (Jentoft, 1990; van der Vaart et al., 1995). En 
segundo lugar, el remanente GPI por el cual Cwp2p se haya anclada a la pared celular de la 
levadura está constituido por tres residuos de manosa centrales y varios residuos laterales 
entre los que se incluye una cuarta molécula de ese mismo azúcar (Fankhauser et al., 1993; 
Imhof et al., 2004; Pittet & Conzelmann, 2007). En este estado de unión a la pared, se ha 
comprobado que Cwp2p incluye también una cadena de (1→6)-β-glucano en su estructura 
(var der Vaart et al., 1995). Además, el hecho de que Cwp2p posea un motivo de repetición 
específico tipo PIR en el extremo N-terminal de su secuencia aminoacídica (var der Vaart et 
al., 1995) (SGD) podría justificar su capacidad de unión a (1→3)-β-glucanos a través de la 
formación de un enlace éster (Ecker et al., 2006). La presencia de todos estos residuos 
glicosilados en Cwp2p podría incrementar la masa molecular de la proteína de forma 
substancial como para justificar las diferencias observadas entre la masa molecular de la 
secuencia de aminoácidos (SGD) y la determinada mediante espectrometría MALDI-TOF-
MS. En el caso de la PAGE-SDS, el estado de glicosidación de la proteína interferiría en la 
capacidad de adsorción al SDS, por lo que el grado de desnaturalización del polipéptido y el 
aporte de carga negativa proporcional a la longitud de la cadena aminoacídica quedarían 
alterados. El resultado de todas estas modificaciones implica una disminución en la 
movilidad electroforética, habiéndose descrito este problema previamente en la 
caracterización de Cwp2p (var der Vaart et al., 1995) y en la de otras muchas proteínas 
altamente glicosiladas (Brimer & Montie, 1998; Larsen et al., 2004; Okuyama et al., 2005; Yu 
et al., 2007; Shibuya & Kikuchi, 2008). 
 
Para correlacionar de forma directa la proteína co-eluida junto con PMKT en la 
cromatografía de afinidad y Cwp2p, se procedió a secuenciar el extremo amino-terminal. La 
secuenciación reveló una fuerte homología entre dicha proteína (masa molecular de        
11,7 kDa estimada mediante MALDI-TOF-MS) y el producto génico del ORF YKL096W-A 
(CWP2), de acuerdo con lo publicado en SGD (Figura 16). Este hecho, unido a que al 
resolver los geles (PAGE-SDS) de los extractos de pared celular y membrana plasmática del 
mutante cwp2Δ no se detectó la banda de 180 kDa, corroboraría lo expuesto anteriormente 
y justificaría la posible función de la proteína Cwp2p como único receptor proteico de PMKT 
situado en la periferia celular de la levadura sensible. La localización preferente del receptor 
quedaría determinada por la diferencia de intensidad de las bandas proteicas presentes en 
los geles de poliacrilamida tras la realización de la PAGE-SDS (Figura 14). A pesar de que 
la mayoría de la proteína se encuentra anclada a la pared celular (van der Vaart et al., 1995; 
1997), donde podría jugar un papel importante en el proceso de unión de la toxina (apartado 




actuando igualmente como receptor secundario de PMKT. Esta proteína Cwp2p precursora, 
anclada a la membrana plasmática mediante una molécula GPI, jugaría un papel primordial 
en la actividad de la toxina como así lo demuestra el hecho de que las células tratadas con 
la enzima PI-PLC fueran resistentes a la toxina. 
 
5.3.3. Interacción de Cwp2p y la toxina PMKT 
 
 Aunque los resultados obtenidos en el presente trabajo no han permitido la 
caracterización completa del proceso de interacción entre Cwp2p y la toxina PMKT, si se ha 
podido comprobar algunos de los hechos que constituyen el fundamento de dicha 
interacción. Primero, teniendo en cuenta que el tratamiento de los protoplastos de la célula 
sensible tipo con la enzima PI-PLC hizo que la sensibilidad a PMKT disminuyera 
significativamente y que su capacidad de unión a la toxina desapareciera por completo, se 
puede afirmar que la fracción lipídica (diacilglicérido) del anclaje GPI presente en el receptor 
localizado en la membrana plasmática no interviene en la interacción con la toxina (Figura 
23). Segundo, el hecho de que tanto el precursor de Cwp2p anclado a GPI ubicado en la 
membrana plasmática como su forma madura, situada en la pared celular de la levadura 
sensible y desprovista de este sistema de anclaje proteico, fuesen capaces de unirse a la 
toxina killer (Figura 15), indicó que la fracción GPI no está directamente implicada en la 
unión. Tercero, si los protoplastos de la célula sensible tipo tratados con PI-PLC son 
resistentes a PMKT y el sistema de anclaje GPI no interviene en el proceso de adhesión a la 
toxina, el hecho de que el resultado de los experimentos llevados a cabo relacionen el 
mecanismo de acción de PMKT con la presencia del precursor GPI de Cwp2p podría quedar 
justificado si durante el procesamiento de dicha proteína a lo largo de la ruta secretora de la 
levadura existiese al menos un estado transitorio del complejo toxina-receptor localizado en 
la membrana plasmática o en sus proximidades. Cuarto, la existencia algún otro efector 
capaz de interaccionar simultáneamente o en etapas subsiguientes con Cwp2p y PMKT no 
se ha tenido en cuenta a la hora de diseñar un modelo para el mecanismo de acción 
específico de la toxina, ya que la inclusión de Cwp2p en la membrana lipídica de liposomas 
construidos artificialmente con carboxifluoresceína en su interior fue suficiente por si sola 
para conferir sensibilidad a PMKT (liberación del fluoróforo al medio extracelular), 
comprobándose al mismo tiempo que los liposomas sin Cwp2p eran completamente 
resistentes (Figura 17). 
 
 En términos generales, se puede admitir que las proteínas que presentan un sistema 
de anclaje tipo GPI en su estructura resultan ser candidatas idóneas para la recepción de 




oligomerización para formar canales como mecanismo de toxicidad específico. Esta 
afirmación podría quedar justificada, primero, por el hecho de que este tipo de proteínas 
están localizadas en la superficie externa de la membrana plasmática de la mayoría de las 
células eucariotas (Englund, 1993; McConville & Ferguson, 1993), y segundo, porque se ha 
comprobado que en dichas membranas las proteínas GPI muestran una mayor capacidad 
de movilidad lateral que aquellas que poseen dominios transmembrana en su estructura 
(Zhang et al., 1992; Nelson et al., 1997). Estas propiedades de las proteínas GPI resultan 
ser totalmente necesarias para el desarrollo de múltiples procesos biológicos, como por 
ejemplo la interacción del anticuerpo CAMPATH-1 con su antígeno específico (tipo GPI) 
localizado en la membrana de los linfocitos humanos (Xia et al., 1993); la caracterización de 
Thy-1, una de las principales proteínas con anclaje GPI que está presente en la membrana 
de los linfocitos T de roedores y que actúa como receptor de la toxina aerolisina (Zhang et 
al., 1992; Diep et al., 1998; Mackenzie et al., 1999); y el proceso de recepción de la toxina α 
producida por Clostridium septicum (Gordon et al., 1999). Además, Kre1p, el receptor 
secundario de la toxina K1 de S. cerevisiae, también se encuentra unido a la membrana 
plasmática mediante un anclaje tipo GPI (apartado 1.4.1) (Breinig et al., 2002, 2004). En el 
caso de PMKT, la unión de la toxina al precursor GPI de Cwp2p podría favorecer la 
formación de un canal responsable de mediar las alteraciones en la homeostasis iónica en 
las células sensibles, de acuerdo con el mecanismo de acción propuesto previamente por 
nuestro grupo de investigación (Santos & Marquina, 2004a; Santos et al., 2005), o facilitar, al 
menos, el proceso de inserción de la toxina en la bicapa lipídica.  
 
 En la determinación del proceso de interacción de PMKT con Cwp2p habría que 
tener en cuenta dos de las características de la proteína descritas anteriormente. Primero, 
que el extremo N-terminal de Cwp2p contiene una repetición PIR que probablemente no 
interviene en el proceso de unión a la toxina (Ecker et al., 2006). Y segundo, que el extremo 
C-terminal posee múltiples residuos de treonina y serina que incrementan fuertemente la 
probabilidad de que posea un alto grado de glicosidación (Jentoft, 1990; van der Vaart et al., 
1995) y, en consecuencia, muchos grupos fosfodiéster. Por lo tanto, la explicación más 
sencilla para justificar la naturaleza de la interacción entre ambas proteínas sería que, a 
valores ácidos de pH, PMKT está cargada positivamente y es fuertemente atraída por la 
carga neta negativa que posee Cwp2p, que en su secuencia incluye seis residuos ácidos y 
residuos sin carga positiva (Figura 16) (Pallier et al., 1993; van der Vaart et al., 1995) (SGD). 
 
 Todos los resultados obtenidos en los diversos experimentos llevados a cabo para 
determinar la identidad del receptor de PMKT sugieren que las proteínas localizadas en la 
pared celular están directamente implicadas en el mecanismo de acción de la toxina. Esta 




(Santos et al., 2000) en los que, como primera barrera externa en la periferia de la levadura, 
la pared celular permitiría la unión rápida de PMKT y favorecería su acumulación en la 
superficie celular. La presencia de los (1→6)-β-glucanos en la pared resultó ser 
determinante para la actividad de la toxina, actuando como receptor primario (Santos et al., 
2000). Teniendo en cuenta que la forma madura de Cwp2p se encuentra unida a este tipo 
de polímeros (var der Vaart et al., 1995), es probable que esta unión constituya el 
mecanismo por el cual la toxina entra en contacto con su receptor secundario localizado en 
la pared celular (Cwp2p). Asimismo, esta interacción de PMKT con la forma madura de 
Cwp2p podría favorecer posteriormente su adhesión al precursor Cwp2p tipo GPI localizado 
en la membrana plasmática o sus proximidades. Finalmente, la unión al precursor GPI-
anclado de Cwp2p permitiría la aproximación suficiente de PMKT a la membrana plasmática 
como para mediar su interacción con ella a través de un proceso aún no conocido y facilitar 
así el desarrollo de su mecanismo de acción específico (Figura 24). 
 
El desarrollo de los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo ha permitido 
la identificación y caracterización preliminar de un grupo de mutantes resistentes al 
tratamiento con PMKT, muchos de ellos relacionados con la biosíntesis del sistema de 
anclaje GPI. La unión de la toxina al precursor de Cwp2p, adherido a la membrana 
plasmática mediante este tipo de anclaje, podría aportar algunas de las claves necesarias 
para el correcto entendimiento de la interacción de la toxina con sus receptores desde el 
punto de vista estructural. La realización de experimentos adicionales dirigidos a medir la 
afinidad de PMKT por Cwp2p y las posibles modificaciones estructurales del sistema GPI, 
así como la resolución de la conformación de este complejo toxina-receptor, podrían resultar 
de gran utilidad para el entendimiento global del mecanismo de acción de PMKT. 
 
 La construcción de la proteína de fusión GFP-Cwp2p y su expresión en células 
sensibles completas, así como el estudio de microscopía de fluorescencia llevado a cabo 
tras el tratamiento de dichas células con la toxina PMKT en presencia de ioduro de propidio, 
corroboró de forma directa algunas de las afirmaciones propuestas anteriormente. La señal 
fluorescente de la proteína de fusión permitió confirmar que Cwp2p se encuentra localizada 
en la periferia de las células sensibles durante todo el proceso mediado por la toxina (Figura 
18), de acuerdo con su capacidad para actuar como receptor. Asimismo, la utilización de 
GFP-Cwp2p sirvió para verificar la correcta incorporación de Cwp2p en las membranas 
lipídicas de liposomas artificiales. El estudio de sensibilidad a PMKT llevado a cabo 
mediante la determinación del porcentaje de células teñidas con ioduro de propidio tras el 
tratamiento con la toxina (Figura 18) reveló que la permeabilización de la membrana 
plasmática a este colorante tiene lugar aproximadamente tres horas después de que el 




placa (Figura 10). Este hecho estaría de acuerdo con los resultados previos obtenidos 
(Santos & Marquina, 2004a), donde las alteraciones derivadas de la pérdida de integridad 
física de la membrana plasmática de la célula sensible parecían ser la última consecuencia 
del proceso de intoxicación mediado por PMKT. De este modo, la acidificación del pH 
intracelular y los flujos netos de salida de iones K+ y entrada de iones Na+, detectados 
durante la primera hora de tratamiento con la toxina y debidos a la formación de canales 
iónicos no regulados en la membrana (Santos & Marquina, 2004a), irían seguidos de la 
pérdida de otros metabolitos y moléculas de alto peso molecular como resultado de la 
formación de poros (canales no selectivos) de mayor tamaño en la membrana plasmática de 
la levadura sensible (Kagan, 1983; Kurzweilová & Sigler, 1995; Santos & Marquina, 2004a). 
Dependiendo del diámetro de dichos poros, la capacidad de las distintas sustancias para 
atravesar la membrana será diferente y, en consecuencia, las observaciones realizadas 
también lo serían (flujos de iones, metabolitos y colorantes vitales). En este sentido, al 
menos durante las primeras etapas de su acción citotóxica, la toxina PMKT parece mostrar 
ciertas similitudes con la actividad fungicida de la histatina 5 en levaduras pertenecientes al 
género Candida, que induce la despolarización de la membrana plasmática (Ruissen et al., 
2001) y pérdidas de ATP y potasio intracelular (Xu et al., 1999; Koshlukova et al., 2000). 
Estas alteraciones, mediadas por la aparición de poros en la membrana plasmática, se 
corroboraron observando la presencia de células teñidas con ioduro de propidio 
(Helmerhorst et al., 1999), colorante de masa molecular baja (668,4 Da), pero no con el uso 
de otros marcadores de mayor tamaño como la calceína-acetoximetil-éster (994,9 Da) 
(Edgerton et al., 1998). Por lo tanto, la pérdida de integridad celular debida a PMKT sería 
una consecuencia última de la acción citotóxica y no una acción primaria de la toxina sobre 
membrana plasmática, de acuerdo con los resultados previos obtenidos por nuestro grupo 
de investigación mediante citometría de flujo (Santos & Marquina, 2004a). 
 
 Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan una información de gran 
utilidad para la caracterización del mecanismo de acción de la toxina PMKT de P. 
membranifaciens CYC 1106. En principio, la respuesta transcripcional y celular asociada a la 
acción citotóxica de dicha toxina en S. cerevisiae se corresponde de forma directa con las 
alteraciones del gradiente electroquímico de la membrana plasmática observadas 
previamente (Santos et al., 2000, Santos & Marquina, 2004a, 2004b). Estas alteraciones 
podrían actuar como desencadenante de la cascada de transducción de señales 
denominada HOG, en la que la inducción de la síntesis de glicerol podría ir encaminada a 
contrarrestar a corto plazo los efectos nocivos de la toxina sobre la homeostasis iónica. 
Todas estas observaciones corroboran la idea de que el efecto inducido por el tratamiento 





membrana plasmática en la célula sensible, de forma similar al mecanismo de acción 
específico ejercido por la toxina K1 de S. cerevisiae (de la Peña et al., 1981; Kagan, 1983; 
Martinac et al., 1990). Otros estudios complementarios deberían realizarse en el futuro para 
profundizar en el entendimiento del mecanismo de acción de PMKT y para conseguir mayor 
información acerca de sus propiedades bioquímicas, sobre todo de cara al desarrollo de 
nuevas aplicaciones en campos como la biotecnología, la agrobiología o la medicina, 
complementarias a las ya estudiadas (Santos et al., 2004; Santos & Marquina, 2004b). 
 
 
Figura 24. Mecanismo de acción propuesto para PMKT. Papel de la proteína Cwp2p y su precursor anclado a GPI en 
la actividad de la toxina. El proceso comienza con la unión de la toxina a su receptor primario localizado en la pared celular 
de la levadura sensible, los (1→6)-β-glucanos (1). Por un proceso aún no conocido, la toxina entraría en contacto con la forma 
madura de Cwp2p que se encuentra unida a los (1→6)-β-glucanos (2), favoreciéndose posteriormente la adhesión a su 
precursor anclado a GPI localizado en la membrana plasmática o en sus proximidades (3). La unión al precursor GPI-anclado 
de Cwp2p permitiría la aproximación suficiente de PMKT a la membrana plasmática como para mediar su interacción con ella y 
facilitar así el desarrollo de su mecanismo de acción específico. Este proceso de interacción podría implicar la formación de 
canales catiónicos transmembrana por inserción directa de PMKT en la membrana plasmática (4) o la formación de estos 
canales a través de un proceso aún no caracterizado (oligomerización de la toxina, intervención del precursor de Cwp2p GPI-
anclado o algunas de sus partes en la formación del canal, etc.) (5). Tras su aplicación, PMKT induce el paso de ciertos iones 
fisiológicos (H+, K+ y Na+) y metabolitos de bajo peso molecular (ej: glicerol) a través de la membrana plasmática (Santos & 
Marquina, 2004a), lo que desencadena el proceso de muerte celular. Estas alteraciones son detectadas por la célula sensible a 
través de un mecanismo desconocido (ej: cambios en la presión de turgor o alteraciones del nivel de osmolaridad intracelular) 













































1. La exposición de las levaduras sensibles a la toxina PMKT de P. membranifaciens 
desencadena una respuesta transcripcional fundamentalmente basada en la expresión de 
genes que codifican proteínas implicadas en la adaptación a estrés osmótico, como ciertos 
transportadores y enzimas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis celular. 
 
 2. La sobreexpresión de genes como ENA1, NHA1 y TRK2 parece indicar que la 
respuesta celular iría encaminada a compensar las alteraciones provocadas por el 
desequilibrio en las concentraciones de iones intracelulares debidas a la acción de la toxina. 
 
 3. La respuesta transcripcional a PMKT también implicó un aumento muy significativo 
de la expresión de ciertos genes, como GPD1, GPP2 y GLK1, relacionados con la 
biosíntesis de glicerol, un metabolito osmóticamente compatible cuya acumulación 
intracelular pudo demostrarse experimentalmente durante las primeras etapas de la acción 
citotóxica. En estadíos posteriores se pudo determinar una disminución de los niveles de 
glicerol acumulado y su salida al medio extracelular, generándose un estímulo continuo en la 
célula sensible que se correlacionó con una activación permanente de la ruta HOG de 
transducción de señales, determinada a su vez por la fosforilación de la proteína Hog1p. 
 
 4. La acción de la toxina desencadenó adicionalmente una respuesta general a 
estrés que supuso un aumento en la transcripción de diversos genes que codifican para 
proteínas de choque térmico, la mayoría de ellas no implicadas en la respuesta a estrés 
hiperosmótico. Este hecho indicaría la existencia de un grupo de proteínas de choque 
térmico que mediarían específicamente en la respuesta a PMKT de forma complementaria a 
las inducidas propiamente por ruta HOG (HSP12 y HSP26). 
 
 5. De forma general, pudo establecerse una relación directa entre el nivel de 
inducción de los genes sobreexpresados y la presencia de fenotipos hipersensibles en los 
mutantes estudiados. Complementariamente, se pudo determinar que el mutante hog1∆ 
presentó una elevada hipersensibilidad a PMKT, indicando que existe una respuesta 
coordinada en las células sensibles como mecanismo de protección ante los efectos 
deletéreos de la toxina.  
 
6. Los mutantes de deleción para genes no esenciales que codifican proteínas 
localizadas o relacionadas con la periferia celular presentaron una resistencia variable al 
tratamiento con PMKT. Solo un grupo reducido de esos mutantes, entre ellos los implicados 





resistencia acompañado de una reducción simultánea de la capacidad de unión de la toxina, 
tanto a células completas como a protoplastos. El mutante cwp2Δ fue el único totalmente 
resistente al tratamiento con PMKT, indicando que la proteína Cwp2p está probablemente 
implicada en el proceso de interacción con la toxina funcionando como un receptor. 
 
7. La interacción directa entre PMKT y Cwp2p se pudo determinar mediante 
cromatografía de afinidad y posterior análisis de las fracciones eluidas. En extractos de 
pared celular y membrana plasmática se pudo comprobar la existencia de una proteína de 
11.7 kDa capaz de unirse a la toxina, que mediante la secuenciación de su extremo amino-
terminal presentó una elevada homología con la secuencia de la proteína Cwp2p. La 
ausencia de dicha proteína en extractos celulares obtenidos del mutante cwp2Δ corroboraría 
lo expuesto anteriormente y justificaría la posible función de Cwp2p como único receptor 
proteico de PMKT situado en la periferia celular.  
 
8. El tratamiento con fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol, unido a la 
resistencia mostrada por los mutantes defectivos en el anclaje GPI, determinó que la acción 
citotóxica de la toxina requiere en la periferia celular la presencia de un receptor anclado a la 
membrana plasmática mediante una molécula de este tipo. Tanto el precursor de Cwp2p 
como su forma madura fueron capaces de unirse a la toxina, lo qué indicó que la fracción 
GPI no está directamente implicada en la unión y que ambas formas son necesarias para la 
acción de la toxina. 
 
9. La utilización de liposomas permitió determinar que la toxina PMKT no es capaz 
de interaccionar directamente con la bicapa lipídica, observándose este hecho sólo cuando 
la proteína Cwp2p se encuentra integrada en la misma. La detección de la señal 
fluorescente de la proteína de fusión GFP-Cwp2p sirvió para verificar la incorporación del 
receptor en las membranas lipídicas de los liposomas artificiales, así como para confirmar 
que Cwp2p se encuentra localizada en la periferia de las células sensibles durante todo el 
proceso de intoxicación mediado por la toxina. 
 
 
Todas las observaciones realizadas corroborarían la idea de que el efecto inducido 
por PMKT supone un aumento de la permeabilidad de la membrana plasmática en la célula 
sensible, mediada por la interacción de la toxina con sus receptores específicos presentes 
en la periferia celular. En el presente trabajo se ha descrito la existencia de una respuesta 
transcripcional y celular asociada a dicho proceso, en el que las alteraciones derivadas de la 
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SOLUCIONES Y REACTIVOS PREPARADOS EN EL DESARROLLO 
EXPERIMENTAL 
 
Los reactivos y soluciones que a continuación se detallan se agrupan según la técnica en la 
que son empleados, ordenándose cada una de estas técnicas en función del momento de su 
aparición en el capítulo de material y métodos. 
 
 
Electroforesis de ARN en geles de agarosa 
 
• Tampón de carga: 
 
 Azul bromofenol 0,25% (BioRad) .................................  0,3 ml 
 Xileno cianol 0,25% (BioRad) .......................................  0,3 ml 
 Tris-HCl 1,0 M (pH 8,0) .................................................  0,1 ml 
 EDTA 0,5 M (pH 8,0) ....................................................  1,5 ml 
 Glicerol (Merck) .............................................................  5,0 ml 
 Agua destilada ..............................................................  2,8 ml 
 
• Tampón TAE 1X: 
 
 Tris-Base (Sigma) .........................................................  48,4 g 
 Ácido acético glacial (Merck) ........................................  10,9 g 
 EDTA (Sigma) ...............................................................  2,9 g 




• ADN de esperma de salmón desnaturalizado: 
 
 Stock: 10 mg/ml en agua autoclavada. 
 
 Conservación: -20 ºC. 
 
Desnaturalización: Calentar a 100 ºC durante 5 minutos y a continuación enfriar en 
hielo un mínimo de 3 minutos. Desnaturalizar siempre tras descongelar. 
 
• Acetato sódico 3M - DEPC: 
 
 Acetato sódico (Merck) .................................................  246,1 g 
 Agua destilada ..............................................................  1.000 ml 
 
Disolver bien y posteriormente añadir en esterilidad: 
 
 DEPC (Dietil pirocarbonato) (Merck) ............................  1 ml 
 






• Agua DEPC: 
 
 DEPC ............................................................................  0,2 ml 
 Agua milli-Q ..................................................................  100,0 ml 
 
Agitar 24 horas hasta disolver y después autoclavar. 
 
• DENHARDT 50X: 
 
 Ficoll 400 (Sigma) .........................................................  10 g 
 Polivinilpirrolidona (Sigma) ...........................................  10 g 
 BSA (Sigma) .................................................................  10 g 
 Agua DEPC estéril ........................................................  1.000 ml 
 
Filtrar (0,45 μm) y guardar congelado (-20 ºC) 
 
• EDTA 1,0 M pH 8,0 (Solución stock): 
 
 EDTA ............................................................................  372,2 g 
 Agua destilada ..............................................................  800 ml 
 
Disolver ajustando el pH a 8,0 con NaOH. Posteriormente, añadir:  
 
 Agua destilada ..............................................................  Enrasar hasta 1.000 ml 
 
Autoclavar y conservar a temperatura ambiente. Diluir convenientemente en agua 
destilada hasta lograr la molaridad deseada en cada caso. 
 
• MOPS 10X: 
 
 MOPS (Merck) ..............................................................  41,8 g 
 Agua DEPC ...................................................................  800 ml 
 
Ajustar a pH 7.0 con una solución NaOH 0,1 M o HCl 0,1 M. A continuación, añadir: 
 
 Acetato sódico 3 M - DEPC ..........................................  16,6 ml 
 EDTA 0,5 M pH 8,0 .......................................................  20,0 ml 
 Agua DEPC ...................................................................  1.000 ml 
 
Filtrar (0,22 μm) para su esterilización y conservar a temperatura ambiente protegido 
de la luz. 
 
Preparar las diluciones necesarias de este tampón añadiendo en cada caso el 
volumen de agua DEPC requerido. 
 
• Tampón de electroforesis: 
 
 MOPS 10X ....................................................................  200 ml 
 Formaldehído 37% .......................................................  60 ml 
 Agua destilada estéril ...................................................  Enrasar hasta 2.000 ml 
 
• Sephadex G-50: 
 
 Sephadex G-50 (Phamacia) .........................................  10 g 
 Agua milli-Q autoclavada ..............................................  160 ml 
 
Lavar varias veces con agua milli-Q autoclavada para eliminar el dextrano soluble. 





• SET 0.2X: 
 
 SDS 10% ......................................................................  2 ml 
 EDTA 0,5 M pH 8,0 .......................................................  2 ml 
 Tris-HCl 0,1 M (pH 7,5-8,0) ..........................................  1 ml 
 Agua destilada estéril ...................................................  Enrasar hasta 100 ml 
 
• Solución de desnaturalización: 
 
 MOPS 10X ....................................................................  10,0 μl 
 Formaldehido 37% ........................................................  17,5 μl 
 Formamida ....................................................................  50,0 μl 
 
• Solución de hibridación: 
 
 SDS .....................................................................  7 g 
 Tampón fosfato sódico 1,0 M (pH 7,5) ...............  25 ml (concentración final 0,25 M) 
 EDTA 100 mM pH 8,0 .........................................  1 ml (1,0 mM) 
 BSA .....................................................................  1 g 
 Agua DEPC estéril ..............................................  Enrasar hasta 100 ml 
  
Conservar en nevera (4-8 ºC) protegido de la luz. 
  
• Solución de lavado: 
 
 SDS .....................................................................  0,1 g 
 Tampón fosfato sódico 1,0 M (pH 7,5) ...............  2 ml (concentración final 20 mM) 
 EDTA 100 mM pH 8,0 .........................................  1 ml (1,0 mM) 
 Agua DEPC estéril ..............................................  Enrasar hasta 100 ml 
 
• Solución de prehibridación: 
 
 Denhardt 50X ................................................................  50 ml 
 SSC 20X .......................................................................  75 ml 
 Formamida ....................................................................  250 ml 
 EDTA 0,5 M pH 8,0 .......................................................  1 ml 
 SDS 10% ......................................................................  10 ml 
 ADN esperma salmón desnaturalizado ........................  5 ml 
 Agua DEPC estéril ........................................................  Enrasar hasta 500 ml 
 
Conservar en nevera (4-8 ºC) protegido de la luz. 
 
• SSC 20X: 
 
 NaCl ..............................................................................  175,3 g 
 Citrato sódico · 2 H2O ...................................................  88,2 g 
 Agua destilada estéril ...................................................  800 ml 
 
Ajustar el pH a 7,0 con HCl 1 M. Posteriormente, añadir: 
 
 Agua destilada estéril ...................................................  Enrasar hasta 1.000 ml 
 
Filtrar y alicuotar. 
 
Preparar las diluciones necesarias de este tampón añadiendo en cada caso el 







• STE 1X: 
 
 NaCl ....................................................................  0,584 g 
 Tris-HCl 0,1 M (pH 7,5-8,0) ................................  10 ml 
 EDTA 1,0 M pH 8,0 .............................................  1 ml (concentración final 10 mM) 




 Tris-HCl 1,0 M (pH 7,4) .......................................  1 ml (concentración final 10 mM) 
 EDTA 1,0 M (pH 8,0) ..........................................  1 ml (10 mM) 
 Agua destilada estéril .........................................  100 ml 
 
• Tris HCl 10 mM pH 7,4: 
 
 Tris-base .......................................................................  0,24 g 
 Agua milli-Q ..................................................................  150 ml 
 
Ajustar pH a 7,4 con HCl concentrado al 37%. 
 




♦ Reactivos para geles de acrilamida: 
 
• Tris-HCl 1,5 M pH 8,8: 
 
 Tris-base ...........................................................  36,34 g 
 Agua milli-Q ......................................................  150 ml 
 
 Ajustar pH a 8,8 con HCl concentrado al 37%. 
 
 Enrasar hasta 200 ml con Agua milli-Q. 
 
• Tris-HCl 0,5 M pH 6,8: 
 
 Tris-base ...........................................................  12,12 g 
 Agua milli-Q ......................................................  150 ml 
 
 Ajustar pH a 6,8 con HCl concentrado al 37%. 
 
 Enrasar hasta 200 ml con Agua milli-Q. 
 
• Acrilamida/Bisacrilamida 30%: 
 
 Acrilamida .........................................................  30 g 
 Bisacrilamida ....................................................  0,8 g 
 Agua milli-Q ......................................................  Enrasar hasta 100 ml 
 










• SDS 10%: 
 
 SDS (Sigma) .....................................................  1 g 
 Agua milli-Q ......................................................  Llevar hasta 80 ml aprox. 
 
 Agitar con cuidado para no formar burbujas. No ajustar pH. 
 
 Agua milli-Q ......................................................  Enrasar hasta 100 ml. 
 
• APS 10 %: 
 
 APS (Persulfato amónico) ................................  90 mg 
 Agua milli-Q ......................................................  900 µl 
 
♦ Preparación de Geles de Acrilamida (12%): 
 
• Gel separador: 
 
 Agua milli-Q ......................................................  5,6 ml 
 Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 .......................................  4,0 ml 
 Acrilamida/Bisacrilamida 30% ..........................  6,4 ml 
 SDS 10% ..........................................................  150,0 µl 
 APS 10% ..........................................................  150,0 µl 
 TEMED (BioRad) ..............................................  9,0 µl 
 
• Gel concentrador: 
 
 Agua milli-Q ......................................................  6,4 ml 
 Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 .......................................  2,5 ml 
 Acrilamida/Bisacrilamida 30% ..........................  1,0 ml 
 SDS 10% ..........................................................  120,0 µl 
 APS 10% ..........................................................  150,0 µl 
 TEMED (BioRad) ..............................................  9,0 µl 
 
♦ Reactivos para electroforesis: 
 
• Tampón de carga 4X: 
 
 Glicerol ..............................................................  8,0 ml 
 Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 .......................................  8,0 ml 
 Azul de bromofenol ...........................................  l0,5 ml 
 SDS ..................................................................  2,3 g 
 Agua milli-Q ......................................................  Enrasar hasta 20 ml 
 
• Solución stock 5X: 
 
 Glicina ...............................................................  72 g 
 Tris-base ...........................................................  15 g 
 Agua milli-Q ......................................................  Enrasar hasta 1.000 ml 
 
• Tampón de electroforesis: 
 
 Solución stock 5X .............................................  200 ml 
 SDS 10 % .........................................................  20 ml 





• Solución Stock 5X (Geles tris-tricina): 
 
 Tricina ...............................................................  89,6 g 
 Tris-base ...........................................................  60,5 g 
 SDS ..................................................................  5,0 g 
 Agua milli-Q ......................................................  Enrasar hasta 500 ml 
 
• Tampón de electroforesis (Geles tris-tricina): 
 
 Solución Stock 5X ............................................  200 ml 
 SDS 10 % .........................................................  20 ml 
 Agua milli-Q ......................................................  Enrasar hasta 1.000 ml 
 
♦ Tinción/decoloración del gel: 
 
• Solución de azul Coomassie R-250: 
 
 Azul Coomassie (BioRad) ................................  1,25 g 
 Metanol .............................................................  227 ml 
 Ácido acético ....................................................  46 ml 
 Agua milli-Q autoclavada ..................................  227 ml 
 
• Solución decolorante (Coomassie): 
 
 Metanol .............................................................  50 ml 
 Ácido acético ....................................................  70 ml 




• Tampón de transferencia (Towbin): 
 
 Tris-base .......................................................................  4,8 g 
 Glicina ...........................................................................  22,5 g 
 Metanol .........................................................................  400 ml 
 Agua milli-Q ..................................................................  Enrasar hasta 2.000 ml 
 
 Desgasificar y después sonicar 15 minutos. 
 
• Rojo Ponceau: 
 
 Rojo Ponceau (Merck) ..................................................  1 g 
 Ácido acético .................................................................  2 ml 
 Agua milli-Q ..................................................................  Enrasar hasta 200 ml 
 
• Solución Coomassie: 
 
 Azul Coomassie (BioRad) .............................................  0,05 g 
 Metanol .........................................................................  25 ml 
 
 Añadir agua milli-Q hasta aproximadamente 60 ml y después: 
 
 Ácido acético .................................................................  7 ml 






• TBS 10X: 
 
 NaCl ..............................................................................  80,0 g 
 Tris-base .......................................................................  24,2 g 
 
 Añadir agua milli-Q hasta aproximadamente 800 ml 
 
 Ajustar a pH 7,6 con HCl y enrasar con agua milli-Q hasta 1.000 ml 
 
• TBS-TWEEN 0,1%: 
 
 TBS 10X ........................................................................  100 ml 
 Tween 20 (Sigma).........................................................  5 ml 
 Agua milli-Q ..................................................................  Enrasar hasta 1.000 ml 
 
• TBS-TWEEN 0,1%-LECHE DESNATADA 5%: 
 
 Leche en polvo ..............................................................  5 g 
 TBS-TWEEN 0,1% ........................................................  Enrasar hasta 100 ml 
 
Preparación de protoplastos 
 
• Medio de Pretratamiento: 
 
 Ditiotreitol (Merck) ..................................... 7,710 g (concentración final 50 mM) 
 EDTA ........................................................ 0,185 g (5,0 mM) 
 Pronasa (Sigma-Aldrich) ........................... 0,5 mg/ml 
 Agua destilada estéril ............................... Enrasar hasta 100 ml 
 
Aislamiento de proteínas de membrana plasmática 
 
• MOPS/Tris HCl 1,0 M pH 7,2: 
 
 MOPS ...........................................................................  41,80 g 
 Tris-base .......................................................................  24,24 g 
 Agua milli-Q ..................................................................  150 ml 
 
 Ajustar pH a 7,2 con HCl concentrado al 37%. 
 
 Enrasar hasta 200 ml con Agua milli-Q. 
 
• Tampón para fragmentos pequeños de membrana: 
 
 MOPS/Tris HCl 1,0 M pH 7,2 ..............................  100 µl (concentración final 10 mM) 
 EDTA 1,0 M pH 8,0 .............................................  10 µl (1,0 mM) 
 Glicerol ................................................................  2,5 ml 
 Agua milli-Q ........................................................  Enrasar hasta 10 ml 
 
Posteriormente, añadir la misma cantidad de inhibidores de proteasas que en el caso 
del tampón de aislamiento. 
 







• Tampón de aislamiento: 
 
 Sorbitol ........................................................... 2,55 g (concentración final 1,4 M) 
 MOPS/Tris HCl 1,0 M pH 7,2 ......................... 100 µl (10 mM) 
 EDTA ............................................................. 10 µl (1,0 mM) 
 Agua milli-Q ................................................... Enrasar hasta 10 ml 
 
 Posteriormente, añadir: 
 
 PMSF ............................................................. 17,4 mg (concentración final 1,0 mM) 
 Leupeptina ..................................................... 100 µg 
 Pepstatina ...................................................... 100 µg 
 Quimotripsina ................................................. 100 µg 
 
 Conservar en nevera (4-8 ºC). 
 
Aislamiento de proteínas de membrana plasmática 
 
• Solubilización de proteínas de pared celular: 
 
 SDS 10% .................................................. 100 µl (Concentración final 0,1 %) 
 EDTA 1,0 M pH 8,0 ................................... 100 µl (Concentración final 10 mM) 
 β-mercaptoetanol (BioRad) ....................... 10 µl (0,01 %)  
 Agua milli-Q .............................................. Enrasar hasta 10 ml 
 
MALDI-TOF-MS del receptor secundario 
 
• Solución de preparación de la matriz: 
 
 Ácido α-hidroxi-cinámico (Bruker-Daltonics) ................  1 mg 
 Acetonitrilo 70% / TFA 30% ..........................................  1 ml 
 
Microscopía de fluorescencia 
 
• Tampón PBS: 
 
 NaCl ..............................................................................  80,0 g 
 KCl ................................................................................  2,0 g 
 KH2PO4 .........................................................................  2,0 g 
 Na2HPO4 ............................................................... 6,1 g 
 Agua destilada ..............................................................  Enrasar hasta 1.000 ml 
 
 Ajustar el pH del tampón a 7,4 empleando NaOH o HCl. 
 
Obtención de células competentes 
 
• CaCl2 1M (Stock): 
 
 CaCl2 · 2 H2O ................................................................  14,7 g 
 Agua destilada ..............................................................  Enrasar hasta 100,0 ml 
 





• Solución de Carbenicilina (Stock): 
 
 Carbenicilina (Sigma-Aldrich) .......................................  300 mg 
 EtOH 50% .....................................................................  6 ml 
 
 Filtrar (0,22 µm) para su esterilización y alicuotar en tubos Eppendorf (0,5 ml/tubo). 
 
 Conservar a -20 ºC. 
 
• Solución TELT: 
 
 LiCl (Merck) ...................................................................  5,3 g 
 Tris 1,0 M pH 8,0 ..........................................................  2,6 ml 
 EDTA 0,5 M pH 8,0 .......................................................  6,3 ml 
 Triton X-100 al 20% (Panreac) .....................................  10,0 ml 








Tabla 12. Secuencia genética de los oligonucleótidos empleados para la amplificación por RT-PCR de los genes regulados 
positivamente (tasas de expresión mayores a +3,0) tras la exposición a la toxina PMKT. 
Gen ORF  Oligonucleótido 1  (5’ → 3’) Oligonucleótido 2  (3’ → 5’) 
TFS1 YLR178C TCGCACAAGCAAGCATTGAC CACGGCATTCTGGAGGATG 
GSP2 YOR185C TCGATGTCTGGGATACCGC ATTTGGCGGGTTAAGGGATG 
NAM8 YHR086W GCAAATGTTGCGGGTTTGTC GGCTATCGGCTGAGGCTG 
GIP2 YER054C TTCTCCGCAGGGAATGATG TGAGAGCGGCTGGTCAAAA 
SDS22 YKL193C TCCTTTGAGAGCTTGGGTGAA CCCTATCACGCTTGGAGACC 
YAP1 YML007W TGTCTACCGCCAAGAGGTCG TCTCCGGGTTCATTAGCGG 
CUP2 YGL166W TTGAAGCCACCTCTGCAAAA AGGCCGACAGCATTGACAAT 
XBP1 YIL101C CATCACCCACCAAGCAACAA GTCAACAGCATCGCGTGAAA 
REG1 YDR028C GTCAGCTGGTTAATCGAAGCG GCAGTGTGACACCAGCAAACA 
PAP1 YKR002W GAATTGGCCACAACCTGTTATCT TTGAGGATGGCCCGTTACA 
KSP1 YHR082C ATTGCTCTGGCGGCGGTGACCTA AAAGCCGATGCTGTGCCTA 
KKQ8 YKL168C CACCTTATCGTGGCTCGA GAAAAGTAAAGACCGGGCGC 
PTK2 YJR059W CACCTTATCGTGGCTCGAACA GAAAAGTAAAGACCGGGCGC 
AKL1 YBR059C TTCCAAGCAAAGGCACAGATT CGGCATTCGAAGGATAAGGA 
SCH9 YHR205W CACCACGGAATACCTGGCA TGGACGAAACCGGCTACAC 
STE20 YHL007C AACACCGCCTGCAAACTCAT TCCTCCGTCGACAAGTGATTC 
PSK1 YAL017W ATGGATGATGTGAGGAATGGG ATCCCGATGACGACCTTTTG 
PBS2 YJL128C TCTTCGACGTCCTCGCACTA ACGCTGACCTTCATGCTCGT 
MED2 YDL005C TTGAGAACGCAAATGCTGCT CCGCATTTTCTCCCTTAACCA 
ITC1 YGL133W GTTGGGATTGGATCGATACGG TTTTTGGCTGGATCACAATGG 
TIS11 YLR136C CACGGACTCGGCGAATTAAA TCGTGCAAGAATTTCAGGACG 
UGA3 YDL170W TACAGCACCAGTTGATCAGCAA GCATGCTCCTGACAGTGCTC 
SRB2 YHR041C TATCCTGTCCGTGCGAGACC GACTTTCGGACGTACCGGTG 
SRB4 YER022W ATGCCGTTGGAGCAATTGAT TAAGACAGCGTGGTCCAGGC 
GAL11 YOL051W TTTCTCCAGAGGAGCAACGC AGAAGCCATCGAAACCTGCA 
HAL9 YOL089C GCAGGAAGGCAAATACAAGGAA GCCCAAACCAGCGAGAAA 
PRP18 YGR006W TACGAAGGAACCAGCTTGCC TATTTCCCTTGCGACCGTTC 
NSR1 YGR150C TTCGAATTATTCGCTAAACACGG TTTCCGTCCGTATCCCAACA 
CDC40 YDR364C GACGGAAAACTCGCAAAGGA GGGGCAGTTGGTCAAGTAGTG 
CBC2 YPL178W GTACCTGCTGCGCAAGGC AACGGGCTACAAGAACTGCG 
TPS1 YBR126C CAGGTGAGGAAGGACTTGCTG ATGCCGTACCCATCTTCCTG 
TSL1 YML100W TGTCTGGCTCAGCGTGAGAA GCTTGACCGGTGCAGACTTT 
NTH1 YDR001C ACGTCATACGAATCCGCAACT CATTATGGGCTGGACTTGCC 
GPP1 YIL053W GCAAGGTAAGCCTCACCCAG AAAGGGTAGAAACGGTTTGGG 
GPP2 YER062C GTGCAACGCTTTGAACGCT AAATGGGCTGTGGCAACTTC 
GPD1 YDL022W CGTGAAATACTTGCCTGGCA CCGACAATTTGGTTGCTAATCC 
DAK1 YML070W CATTTTGGTATGTCCGCTGA CCTTGGGTATTAACTGCCGC 
GLC3 YEL011W GATGCCGCTATGTACACCGA ATTGAAGGAACCATCCATCGTT 
MBR1 YKL093W AATCGGCCCCGTGAAATATC CGAACGATACAGGGGACACC 
FPS1 YLL043W CGCCGAGTGCAAGCAGTAAT GCCTAGAGGGCAGACCACAG 




Tabla 12. Continuación. 
Gen ORF Oligonucleótido 1  (5’ → 3’) Oligonucleótido 2  (3’ → 5’) 
PGM2 YMR105C GGTTACGGCCCATCTTTCGT ACTCCGTCGCAATTATTGCC 
INO1 YJL153C GCTGGCTGAGCATGAGGGTA GGAGACGATCTCAAGTCGGG 
GLK1 YCL040W AGGAAGGCCACACATTGGC TCTTCCTATGATTCCGGCGT 
TKL2 YBR117C AGGTGGAAAGCGCACAATCT TGCACCACTAGGATTGGCAC 
BDH2 YAL061W ATTGCTGATGGTGGAGACGG CATTTGATTGCTCCGGGTTG 
HXT1 YHR094C AAATCAGCTTCCTGGGTTCCA GAGGCGCTGACTACAACGCT 
HXT11 YOL156W GCGTGTTCTCATGGGAGTGA CTGCAGCAATTAACCGGTGA 
HXT5 YHR096C TTTCCGATGTCAGAACCGGT CTATTTTCAACATCGGCTGCG 
HXT14 YNL318C AGAAGGCCAAGCAGCAAAGAT GCGAGTCTGCATATTCCCGT 
STL1 YDR536W GTTCTCCAGAGGCAGGTCCC AGGGCTTTGATTGCAGCTTC 
GLO1 YML004C AGGATCCAGCAAGGACCGTT CCGAACACTTCGGTATAGAAGC 
PSK1 YAL017W ATGGATGATGTGAGGAATGGG ATCCCGATGACGACCTTTTG 
DLD3 YEL071W TCTTCCCATTGGATCTGCCT ACTGTCAAGTGGGCGGTGTAG 
ALD5 YER073W ACCCGCTGAAACAACACCTT TTCGCTTCCCAGTTGTGTCA 
ALD4 YOR374W CCTGCTTTGGTCACCGGTAA TGAAGACTGACGAATCCACC 
ALD2 YMR170C CCAAGGTCGGTGGATTTGTG CGGCCAATCGAACCTTAAAG 
ALD3 YER073W GTGAACCCAGCTACTGGCGA TCCTTCCAAGCAGCTAACGAA 
STF2 YGR008C CGTGAAGGAAAGGCTGATCC TTCGCACACTGGTAACTACGGT 
CYB2 YML054C CCAAAATCCAAGTCGTTCGAA AAGAAAACGCACACAGTCATGG 
CYC7 YEL039C AGAACGTCAAATGGGATGAGGA CCGAGTACTTGACGAACCCAA 
GRE3 YHR104W ATTCTATACGGGCGCAGATGA GGTCACATCACCGAAGCACA 
GCN4 YEL009C AAACGGCAACTGCACCTGAT TTTGCCAATTCCGGAGCTAG 
AVT6 YER119C TCGGCAGAATAGCGATTGTG GCTGGCGTTCCCACTACAGT 
ARO9 YHR137W CGGGTCCAACGATTCAATGT TTGAAACAATTTGCTACGAATC 
PHO11 YAR071W CTCCTACGGCCAAGACTTGG CAAACGGGACCAGGCTATGA 
PHO5 YBR093C TAGCCGCTTCTTTGGCCA TCCCTTAGGCAAACTAGCCG 
PHO86 YJL117W GAAGGTCGTCCTCAGCGGT CGCAATTGGTGCATCTTTCTT 
PHO84 YML123C TGCCACTACCAAATGGAGAGG GGGTGCTGTCTTTGCTAACCA 
PSR1 YLL010C TGCTGCTCTTCCGAGACGA TCCAATTCTGCTTATCGCCAA 
SDP1 YIL113W TCTCTTCCTATGCTGGCCACA CTACGGACAAAGAAAGCCCG 
PHO89 YBR296C TGCAGCCACTATGTCTTTTGCT CTAATGACGTTGCCAACGCTAC 
PHO87 YCR037C AAACCTTATGGAATCGGCTGG TTGCTGTCGCTCTGCCTACA 
IST1 YNL265C CAAATAAAGAACAGAAGGCGCA GTGGAGACGCTAATTCATGACG 
NHA1 YLR138W CGTGCATTACCGCAACAGAT CAGTCGGTCGTCTCCGGTA 
TOK1 YJL093C TCTGAAAGGGAAGCGTTCGA GTATCCGACAAACGGCCTCA 
ENA1 YDR040C TTGCTTTTCTGGATTGCCGT TCATCGTCATGGCCTCTCAA 
TRK2 YKR050W CATTACATTGCTGTCCACGCC CATGGGTTTTTGGCCTTTGT 
GRE1 YPL223C TCAAGGTCAGTTGGACGACG CTTCTTGACTTCGGGCCA 
GIT1 YCR098C GAGGCGATCTGGAGGACTGTT GGTGCTTCTGGCCATTGAGT 
ZRT1 YGL255W ATGGTGCGATTGGTGGTACC GACAAACCGGTAACTGGGGTC 
SIT1 YEL065W TCCGTTACACTTTCCAGGCG GTCGTACTCCCAGCACTCGC 
PDR12 YPL058C TTGTTTTTGGATGAGCCTACCTC GGACTCTCAGTCTGCTTGGTCA 
PDR5 YOR153W TTTCTAGTGCCGCCTGGGT TCACCTAAGTGCGGCAGACC 
CTR3 YLR411W TTGCTGGTTCTTGCATCGG TTGTGGTGGTAGCTCAATGGC 




Tabla 12. Continuación. 
Gen ORF Oligonucleótido 1  (5’ → 3’) Oligonucleótido 2  (3’ → 5’) 
HSP104 YLL026W GAAAACAAGGCCCTTGATGA ATGATACTGCTACCGCCGCT 
HSP82 YPL240C AGAGCAACGACGACGAACAA ATCCAACGCTGGTGGTTCTT 
HSP26 YBR072W AGAGGCTACGCACCAAGACG ACACACCCGCAAAGGATTCT 
DDR2 YOL052C-2 CTGTCTTCGGCCTCGCTACT TCAAAACGCATCCAACACCA 
SSA2 YLL024C GCTGCTATGAACCCAGCTAACAC ACGCTAAGCGTTTGATCGGT 
SSB2 YNL209W TGGTAGAAGATTCGACGACGAG AAAGGACATGAAGACCTGGCC 
SSA1 YAL005C TGCTATGAATCCTTCGAATACCG CGCTAAGCGTTTGATCGGTAG 
FAP7a YDL166C TCGATGCCGAGATTATGGGT GGATGCCGTGGAATCATACG 
WSC4 YHL028W AGACATCGGTGGGAGACTGC TCCCGGTTATGGCTACGAAG 
SCH9 YHR205W CACCACGGAATACCTGGCAC TGGACGAAACCGGCTACAC 
CTT1 YGR088W CCGTTGGTGGTGAAAGTGGT CTGCAAGAGACCCAAGAGGTG 
STI1 YOR027C CTCGACGAAGCTGAAAGCAAC CCTTGGAGTTGGATGCCAGT 
SDP1 YIL113W TCTCTTCCTATGCTGGCCACA CTACGGACAAAGAAAGCCCG 
GRE2 YOL151W ACGGAGGCCTTTGGTAACAA TCCATGGAAGTTGTCCCAGAC 
MPH1 YIR002C AGCGGCGAATGATAAACTTGA GACGAACGGGGAGCTCTGA 
CSF1 YLR087C TCAACCAACTATGCCGATGC GGAAATACCCTGGTGCTTTACATTA 
SPS100 YHR139C ATATTGAGTAGTTCGGACGCGG GCACTTTGGTTGCCGGTAGA 
ECM33 YBR078W AGTCTAAGGGTGCTGCTCCAGA CAGCCACTTCATTCATGGGTG 
HBT1 YDL223C GGTGGTAAGCCCGGTTCCTA TCAGATTCTGCTCAACGCAAA 
MSC1 YML128C AAAAACGGCGTGGATGTTGA CTTCCAAGGACTCGCTGGTG 
PNC1 YGL037C ACTCTCCAAGGCCAGGCG AGAGGGTATTTTGTGGCCCG 
 YKL091C CCGATATTGGTCCCTGGAGA ACATCGGACCAGAAGGTGAAA 
 YFL015C AGTCCTTGTCCCAAGAGCCA AACACGTCGTCATTGCTACCG 
 YFR020W TGTCAACCGTGGTGGATTGT TGATGGTTGGAACTCGCGT 
IKI1 YHR187W AACAAACAGAAGCTGGCCAAA CATTGCCTTTTCTGGAGGCA 
 YFR026C AGGAGTTTGAACGATCCGCA GGCCGGAAAAGAAGGAAGAC 
 
 
Tabla 13. Secuencia genética de los oligonucleótidos empleados para la amplificación por RT-PCR de los genes regulados 
negativamente (tasas de expresión menores a -2,0) tras la exposición a la toxina PMKT. 
Gen ORF Oligonucleótido 1  (5’ → 3’) Oligonucleótido 2  (3’ → 5’) 
RGT1 YKL038W GCAGCAACCGTACAACCCAT TTGGCCAGTTCGCTGCTAA 
RDI1 YDL135C TCACAGGGTTGCGATATGTCC AAAGCGGGTATTGCCGTTG 
YVH1 YIR026C CAATGGCTATGCACGCTGTC ACCGAGTGTTGAGCCAAACG 
MET18 YIL128W AAAACTGCCAATTCCCCCA GCTTTTCGGAACGGTTCAAC 
HAP4 YKL109W ATGCAACTGCCACCAATGAA GCAGTTTCATCGACGACCTTG 
MTF1 YMR228W AAAGGGAAAGCCAATTGCGT TGGACCCAATTGACTTCGATTT 
PAB1 YER165W AAGAGGTGTTCCATTCAACGGT ACAACAAATGAACCCAATGGG 
NOP1 YDL014W ATTGCCCCAGGCAAGAAAGT GGTGCTGCTTCCGGTACTTCT 
UTP4 YDR324C TGACGAAAACATGGGTCGTCT TATGAAGGTCGACAAGGCCAA 
RPF2 YKR081C GGAGATTGGGCCACGTCTAG ATCGGCAGAATTCATACTCCAAG 
EFB1 YAL003W GGCTTTCCAATCTGCTTACCC CAGATGGTTCAACCACATCGC 





Tabla 13. Continuación. 
Gen ORF Oligonucleótido 1  (5’ → 3’) Oligonucleótido 2  (3’ → 5’) 
GPH1 YPR160W CGGCGATTATTACCTGGTCAG GAATCCTATCTGGCCACCCA 
TAL1 YLR345C GCCAAGCAACCAACTTACGC ATGTTGCCGTGGAATACGGT 
GND1 YHR183W AGATTGGGTGGGTTTACCGAT AGTGACGTTTTTGCCCAAATGG 
ACO1 YLR304C CTGCACGTTCTGCCATCAAG TCGTGGTCTTGCGACAGTCT 
QCR9 YGR183C ACGAAACGCTGTTTTTGTTGG GCAGGTGCCTTTGTTTTCCA 
CYC1 YJR048W TGTCTACAATGCCACACCGTG GCCCACATAAGGTTGGTCCA 
YTA12 YMR089C TACAAGTGGCGCATCTGATGA GTTACTAGCATGGCCACGGC 
MBA1 YBR185C TCTCGAGGCTAGGTCCCGT AATGCAACACTGGACTGGCA 
CHA1 YCL064C GCTAGTTCTGGCGGTAATGCC GCTGCAACAGCATGTCAAAGA 
FUR1 YHR128W AAAATACCATGCCGCCTTCC AATTGTTACTGGTGCCCTCGA 
MET6 YER091C CACCAAGAACGTTTCCGGTC GCTGCCCTAGAAGCTAACGC 
ERG3 YLR056W GCTCTGCACAAGCCTCATCA GTCTGCACACCTTTCGCATCT 
SAM1 YLR180W TGGACGCTTGTTTAGCCGAG CAAAGTTGCGTGTGAAACCG 
ERG25 YGR060W CGCCCATTACCAACCTCAAT GAGAAATACTGGGCCGCATG 
OLE1 YGL055W TTGACGACCAATTTCCAAAGG AGCAGTGGCATTGTCGACG 
FAA4 YMR246W TATTCCGTTGCAGTTGGCG AGCATGAAACCGCTCCAAGA 
FRE1 YLR214W CGGTTCCACATATCGCTAAGC AATCTGGTAGGTGTAGCCGCTG 
BTN2 YGR142W TTTAGTCAGCCCCTACATTCGC TGATTGCAGTTCTCCAGTGAGC 
PMP2 YEL017C-A TTGTAATCGCCATCATTTCTACCA ATCTACAGAAAATGGCAAGCTAGACA 
PHO88 YBR106W AAGCGCTTTGGAACACAACG CACCTCTTCGGTAAGCCTGC 
CTR1 YPR124W ACGAGCTGTCCTGGCTTCGGT TGGTAGACATCCCGAACCCA 
PMA1 YGL008C TTATTGGTGTCCCAGTCGGTTT CGTTACCACCACTATGGCCG 
TPO2 YGR138C GGGCCAACAACCTCAACAGT CAAAAACCAACTCTCGTGCAAA 
HSP30 YCR021C TCATCACCATGCTACGGACG GCGGCTCCTGAAACAAAAGA 
ECM10 YEL030W GCGGAGGCTTACTTAGCGAA AATGCTGTTGTCACCGTTCCT 
MRH1 YDR033W TTTCGGACCTAGTGATGCCG GCTCCAAAAGCTCCAGTTGC 
YEN1 YER041W ATCAATGCTCGCCTTCAAGG TTGCCTCCAAACTTGACTGCT 
SOD2 YHR008C CAACACAAAGCTAGCAGGCG GGATGGGCCTTCATTGTCAA 
NOP13 YNL175C TGAAAAGAGCAGAGTCACCGAA ACCAGGTTATCCATGCCTCG 
YHB1 YGR234W ACCAAATGCCTTGGCCACTA AGCGGCTAAGAACATTGACGA 
IMD4 YML056C AAAACATTGGCCACATCACCA CTTGGTTCCTCCACCGTCA 
ZEO1 YOL109W AACATTGCTGATGGTGTCGAAC ACCGAAGCTGCCAACAAAGTT 
 YLL044W CTGGCCATTTGACGTATCTGG CTTTGGTTGGACAGCTTGGC 
 YEL059W CGCTTTCACGATACCGCATT TGCGGAAGTGTGGATGAGTG 
 YBL077W TGGCTTCCAAACCACACTTCTT TTTTTGGATTCTGTTGACCAGCT 
 
